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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
Amp   ampicilin 
Apr   apramicin 
bp   bazni par 
C   citozin 
CDP-ME 4-(citidin 5-difosfo)-2-C-metil-D-eritrol 
CDP-ME2P 2-fosfo-4-4-(citidin 5-difosfo)-2-C-metil-D-eritrol 
CoA   koencim A 
CrtB  fitoen sintaza 
CrtE  geranilgeranil pirofosfat sintaza 
CrtI  fitoen dehidrogenaza 
CrtX  zeaksantin glukozil transferaza 
CrtY  likopen β-ciklaza 
CrtZ  β-karoten hidroksilaza 
dH₂O  destilirana voda 
DMAPP  dimetilalil fosfat 
DMSO  dimetil sulfoksid 
DXP   pot deoksiksiluloza-5-fosfata 
EDTA  etilendiaminotetraocetna kislina 
FPP  farnezil pirofosfat 
GGPP  geranilgeranil pirofosfat 
GlcNAc  N-acetilglukozaminska kislina 
GOGAT  glutamat 2-oksoglutarat transaminaza 
GPP   geranil pirofosfat 
GRAS  splošno priznan kot varen (angl. generally recognized as safe) 
GS   glutamat sintetaza 
G   gvanin 
HMBPP 4-hidroksi-3-metilbut-2-enil difosfata 
HMG-CoA  3-hidroksi-3-metilglutaril-CoA 
IPP   izopentenil difosfat 
kb   kilobazni par 
LD   nanašalni pufer (angl. loadnig dye) 
LYC-e  likopen ε-cikalze 
MEcPP 2-C-metil-D-eritrol 2,4-ciklofosfat 
MEP   2-C-metil-D-eritrol 4-fosfat 
MEV   mevalonatna pot 
MurNAc  N-acetilmuraminska kislina 
OD   optična gostota 
PCR   verižna reakcija s polimerazo (ang. polymerase chain reaction) 
SDS  natrijev dodecil sulfat 
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Izoprenoidi so ena največjih skupin naravnih produktov z ogljikovim skeletom iz razvejanih 
C5 izoprenskih enot (Chang in Keasling, 2006; Wanke in sod., 2001). V splošnem se ime 
terpenoidi uporablja kot sopomenka za izoprenoide, v prvotnem pomenu besede pa je terpen 
naravni produkt z eno enoto izoprena (Kluger in Eastman, 2008). Izoprenoidi imajo pomembno 
vlogo v fizioloških procesih (Kluger in Eastman, 2008), saj delujejo kot hormoni, določajo 
fluidnost membrane, sodelujejo pri dihanju in fotosintezi, pri regulaciji rasti, pri zaščiti pred 
patogeni ter delujejo tudi kot koencimi  (Chang in Keasling, 2006; Wanke in sod., 2001). 
Številne učinkovine iz skupine izoprenoidov se uporabljajo v farmaciji, fitofarmaciji in veterini, 
kot so npr. artemisinin (antimalarik), taksol in vinblastin (protirakasti učinkovini) in prostratin 
(protivirusna učinkovina) (Martin in sod., 2003).  
V skupino izporenoidov uvrščamo tudi karotenoide, ki pripradajo v skupino tetraterpenov. 
Likopen, α-karoten in β-karoten, ki v svoji zgradbi ne vsebujejo kisikovega atoma spadajo med 
karotene. Krotenoidi v organizmu delujejo kot antioksidanti, zato naj bi preprečevali nastanek 
rakavih obolenj, koronarnih obolenj in bolezni oči. Zaradi antioksidativnih značilnosti in 
atraktivne barve so uporabni kot prehranski dodatki, barvila v jajcih, rakcih in ribah ter v 
kozmetiki (Ye in Bhatia, 2012). β-karoten je pri sesalcih pomemben prekurzor vitamina A 
(Cardoso in sod., 2017). Večino β-karotena se trenutno pridobiva s kemijsko sintezo iz petroleja 
(Ye in Bhatia, 2012). Zaradi drage kemijske sinteze postaja industrijsko zanimivo v zadnjih 
letih pridobivanje karotenoidov iz naravnih naravnih virov, tudi s pomočjo mikroorganizmov 
(Martin in sod., 2003; Keasling in sod., 2006). Nekatera barvila iz skupine karotenoidov se v 
industrijskem merilu izolirajo iz mikroorganizmov. To so: ankaflavin (Monascus sp.), 
antrakinon (Penicillium oxalicum), monaskorubramin (Monascus sp.), riboflavin (Ashbya 
gossypi), rubropunkatanin (Monascus sp.), astaksantin (Xanthophyllomyces dendrorhous), 
torulen (Rhodotorula spp.) in β-karoten (Blakeslea trispora, Phycomyces blakesleeanus, 
Rhodotorula spp. idr.) (Cardoso in sod., 2017; Mata- Gomez in sod., 2014). 
Bakterije rodu Streptomyces so pomembne predvsem z vidika pridobivanja antibiotikov, ki 
izhajajo iz naravnih struktur, poleg tega pa proizvajajo tudi druge sekundarne metabolite, kot 
so protirakave, protiglivne, protiparazitske in citostatične spojine (Barka in sod., 2016; Dworkin 
in Zinder S. H., 2006). Med industrijskimi streptomicetami je dobro opisana Streptomyces 
rimosus, predvsem zaradi produkcije oksitetraciklina (Petković in sod., 2006). S. rimosus ima 
številne ugodne lastnosti kot so: i) hitra rast, ii) rast v kratkih fragmentih, kar je primerljivo z 
E. coli iii) transformacija z elektroporacijo iv) status GRAS, v) izločanje proteinov v gojišče in 
vi) razvita genetska orodja, zaradi katerih uvrščajo S. rimosus med zanimive gostitelje za 
heterologno produkcijo (Magdevska, 2010; Carrillo Rincon in sod., 2018). 
Biosinteza izoprenoidov poteka lahko po dveh biosinteznih poteh, mevalonatni (MEV) poti in 
poti deoksiksiluloza-5-fosfata (DXP). Pri večini predstavnikov rodu Streptomyces intermediata 
izoprenoidov izopentenil difosfat (IPP) in dimetilalil pirofosfat (DMAPP) nastajata po poti 
DXP (Phelan in sod., 2014). S heterologno izraženimi geni za biosintezo izopentenil difosfata 
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in genov za pretvorbo tega v β-karoten v izbranih sevih Streptomyces spp. bi lahko potencialno 
ponudili alternativo pridobivanju β-karotena in drugih izopenoidnih metabolitov. 
1.1 NAMEN DELA 
Namen magistrskega dela je bil heterologno izraziti gene za biosintezo izopentenil difosfata 
(IPP) in gene za pretvorbo IPP v β-karoten v izbranih sevih Streptomyces sp. Rezultat uspešnega 
izražanja genov in produkcije β-karotena bi bil lahko viden kot oranžno obarvane kolonije pri 
izbranih sevih Streptomyces sp. Ob nizkih koncentracijah β-karotena pa bi lahko sledili 
biosintezo β-karotena  tudi spektrofotometrično ali pa s pomočjo kromatografskih metod 
HPLC. 
1.2 CILJI 
Glede na dosedanje raziskave na področju heterolognega izražanja v izbranih sevih 
Streptomyces sp. in poznavanju metod molekularnega kloniranja bomo: 
 
- Identificirali primerne poti  za biosintezo izopentenil difosfata (IPP) pri izbranih sevih 
Streptomyces sp.  
- Pripravili plazmidne konstrukte, ki kodirajo biosintezo  IPP. 
- S postopkom elektroporacije vnesli plazmidne vektorje, ki kodirajo biosintezo IPP, v izbrane 
seve Streptomyces sp.  
- S pomočjo spektrofotometrične metode zaznali produkcijo karotenoidov v rekombinantnih 
sevih Streptomyces sp.  
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2 PREGLED OBJAV 
2.1  ZNAČILNOSTI BAKTERIJ Streptomyces 
Bakterije rodu Streptomyces razvrščamo v razred Actinobacteria, so Gram-pozitivne bakterije, 
ki jih najdemo v vzorcih prsti po celem svetu (Klementz in sod., 2016). Pogosto so to 
filamentozne, aerobne bakterije, ki tvorijo značilen razvejan micelij (Barka in sod.,2016; 
Dworkin in Zinder, 2006). Streptomicin je prvi komercialni odkriti antibiotik (1943), ki ga 
producirajo streptomicete in od takrat naprej so bakterije tega rodu bogat vir različnih spojin 
(Klementz in sod., 2016; Schrempf, 2006). Aktinomicete so pomembne predvsem z vidika 
pridobivanja sekundarnih metabolitov, saj približno 2/3 vseh naravnih klinično uporabnih 
učinkovin izhaja iz omenjenega razreda. Poleg tega proizvajajo aktinomicete številne 
sekundarne metabolite s protirakavo, protiglivno, protiparazitsko in citostatično aktivnostjo 
(Barka in sod., 2016; Dworkin in Zinder, 2006). V spletni bazi StreptomeDB je dostopnih več 
kot 4000 spojin iz več kot 2500 sevov streptomicet (Klementz in sod., 2016). 
2.1.1 Taksonomija aktinomicet 
V razred aktinobakterij uvrščamo rodove Bifidobacterium, Corynebacterium, Frankia, 
Mycobacterium, Nocardia, Leifsonia in Streptomyces, ki so medicinsko in kemijsko pomembni 
(Ventura in sod., 2007). Za streptomicete je značilna celična stena Tip I sensu, po tem se tudi 
ločijo od drugih aktinomicet. Za ta tip celične stene je značilna prisotnost LL-diaminopimelične 
kisline in glicina, acetilirani muramični ostanki peptidoglikana, ni pa prisotnih karakterističnih 
sladkorjev (Anderson in Wellington, 2001). Do danes je opisanih več kot 500 vrst rodu 
Streptomyces (Madigan in sod., 2008). 
 
Slika 1: Taksonomska uvrstitev Streptomyces rimosus (Uniprot, 2018) 
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2.1.2  Morfološke značilnosti streptomicet 
Streptomicete tvorijo značilen razvejan substratni in zračni micelij. Filamenti imajo premer 
0,5–1,0 µm in so različnih dolžin. Iz substratnih filamentov, se pod ustreznimi pogoji in s 
staranjem kolonij, tvorijo zračni filamenti, ki tvorijo zračni micelij. Na koncih zračnih 
filamentov prihaja do delitve kromosomov v sporoforih, v teh nato dozorijo spore (Anderson 
in Wellington, 2001). Dozorele spore se razpršijo in ob ugodnih pogojih začnejo krog nove 
generacije, saj predstavljajo semi-dormantno stanje (Barka in sod., 2016). 
 
Slika 2: Filamentozne celice S. rimosus (Foto: Uranič, 2018). 
2.1.3  Ekologija streptomicet 
Streptomicete uspešno naseljujejo niše v prsti in vodi (Klementz in sod., 2016). Nekatere vrste 
lahko uspešno kolonizirajo tudi rizosfero ali so patogeni rastlin in živali (Challis in Hopwood, 
2003). So mezofilni organizmi z optimalno rastjo pri 25–30 °C in pri pH vrednostih 6,8–8. V 
tleh imajo pomembno vlogo, saj izločajo hidrolitične encime za razgradnjo polisaharidov in 
drugih makromolekul. Poleg tega razkrajajo tudi nekatere toksične spojine (Barka in sod., 2016; 
Schrempf, 2006) in so ključni organizmi pri kroženju ogljika v tleh, ker razgrajujejo netopne 
ostanke ostalih organizmov (Bentley in sod., 2002). 
Streptomicete so dolgo raziskovali zaradi kompleksnega sekundarnega metabolizma in 
velikega števila poliketidov in neribosomalnih peptidov, ki jih proizvajajo. Poleg tega so 
producenti izoprenoidov (Phelan in sod., 2014), antibiotikov in drugih biološko aktivnih 
učinkovin kar jih opredeljuje kot medicinsko pomembne mikroorganizme (Bentley in sod., 
2002). 
2.1.4 Genom steptomicet 
Za streptomicete je značilen linearen kromosom, ki je velik med 8 in 10 Mb. Poleg linearnega 
kromosoma imajo nekatere streptomicete še več plazmidov. Velikost genoma je povezana z 
velikim številom genov, ki jih potrebuje za življenje v kompleksnih okoljih (Kirby in sod., 
2011). Kromosom lahko razdelimo glede na pozicijo genov, na osrednjo regijo in levo ter desno 
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roko. Zapisi za proteine vključeni v podvajanje, transkripcijo in translacijo, se nahajajo na 
osrednji regiji. Na levi in desni roki so zapisi za sekundarni metabolizem in za katabolizem 
alternativnih virov hranil (Vogelmann in sod., 2011; Donadio in sod., 2002). Streptomicete 
imajo enega višjih deležev nukleotidov G+C in znaša med 70 in 74 %. Vsebujejo tudi krožne 
ali linearne plazmide (Vogelmann in sod., 2011). 
Eden od razlogov za veliko genetsko raznovrstnost streptomicet je, da pogosto prihaja do 
izmenjav med dvema krakoma kromosoma, oziroma med enim krakom in linearnim 
plazmidom. Poleg tega so terminalne regije kromosomov nestabilne in zato v laboratorjiskih 
pogojih pogosto pride so spontanih delecij, kar lahko privede do cirkularizacije kromosoma 
(Kirby in sod., 2011). 
Pri bakterijah rodu Streptomyces najdemo tudi krožne in linearne plazmide, ki so pogosto 
konjugativni, ampak imajo le redki zapise za odpornost na antibiotike ali tvorbo sekundarnih 
metabolitov (Kirby in sod., 2011). Nosijo zapise za replikacijo, konjugacijo in stabilno 
vzdrževanje (Voglemann in sod., 2001).  
2.1.5 Metabolizem streptomicet 
Streptomicete so kemoorganotrofni organizmi (Kämpfer, 2005). Metabolizem streptomicet 
sestavlja primarni oziroma centralni metabolizem in sekundarni metabolizem. S centralnim 
metabolizmom celica dobi vse osnovne gradnike potrebne za biosintezo proteinov, lipidov, 
nikleinskih kislin in polisaharidov. Poti primarnega metabolizma so pri streptomicetah 
raznolike (Kieser in sod., 2000). Glukozo večina streptomicet katabolizira po Embdn-
Meyerhof-Parnas poti (glikoliza) (Cocharne, 1961). Asimilacija dušika poteka po poti glutamat 
sintetaze (GS) in glutamat 2-oksoglutarat transaminaze (GOGAT). Sinteza aminokislin se od 
sinteze pri drugih bakterij razlikuje po odsotnosti regulacije z atenuacijo (Kieser in sod., 2000). 
Tako raznolik metabolizem jim omogoča velik nabor genov. Rastejo lahko na različnih 
substratih kot so enostavni sladkorji, alkoholi, aminokisline, itd. (Hodgson, 2000).  
S sekundarnim metabolizmom streptomicet nastajajo sekundarni metaboliti, ki so zaradi 
številnih ugodnih lastnosti zanimivi za uporabo v industriji, agrikulturi, farmaciji in na številnih 
drugih področjih. Sekundarne metaboliti so navadno sintetizirani ob koncu eksponencialne faze 
rasti ali med stacionarno fazo rasti, kar pomeni da niso nujno potrebni za rast mikroorganizmov 
(Madigan in sod., 2008). Kemijsko so sekundarni metaboliti streptomicet zelo raznoliki. Lahko 
so peptidi, glikopeptidi, poliketidi, terpeni, alkaloidi, makrolidi in drugi (Tarkka, 2008). 
2.1.6 Heterologna produkcija metabolitov v streptomicetah 
Prednost streptomicet pri heterologni produkciji je izločanje in izražanje metabolitov (Brawner, 
1994). Signalne sekvence proteinov in celična stena brez lipopolisaharidov omogoča prehod 
metabolitov iz celice v gojišče, kar predstavlja veliko prednost pri zaključnih postopkih 
izolacije (Vrancken in Anne, 2009; Nakashima in sod., 2005). Večina sevov streptomicet ne 
sintetizira toksinov in endotoksinov, številni industrijski sevi imajo status GRAS (Binnie in 
sod., 1997). 
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Med industrijskimi streptomicetami je najbolje opisana S. rimosus predvsem zaradi produkcije 
oksitetraciklina (Petković in sod., 2006; Carrillo Rincon in sod., 2018). Prednosti S. rimosus so 
tudi hitra rast, rast v kratkih fragmentih, transformacija z elektroporacijo, status GRAS in 
izločanje proteinov v gojišče. Poleg tega so razvita številna genetska orodja, zaradi katerih 
uvrščajo S. rimosus med zanimive gostitelje za heterologno produkcijo proteinov (Magdevska, 
2010; Carrillo Rincon in sod., 2018). Kot modelni organizem je najbolje okarakterizirana S. 
coelicolor. Z nizko endonukleazno in proteolitično aktivnostjo je S. lividans uporaben 
gostiteljski sev (Magdevska, 2010). Streptomicete so zmožne produkcije visoke količine 
biomase in produkta in so zato dober gostiteljski sistem (Binnie in sod., 1997). Težava pri 
visoko tonažni produkciji je lahko tvorba micelija in formiranje peletov, kar omejuje homogen 
prenos kisika in hranil v notranjost peletov  (Bushell, 1988). 
2.2 BIOSINTEZA TERPENOIDOV 
2.2.1 Izoprenoidi/terpenoidi 
Ime terpenoidi se v splošnem uporablja kot sopomenka za izoprenoide, v prvotnem pomenu 
besede pa je terpen naravni produkt zgrajen le iz ene enote izoprena (Kluger in Eastman, 2008). 
Izoprenoidi so ena največjih skupin naravnih produktov (˃50,000 naravnih produktov), z zelo 
raznoliko kemijsko strukturo (Chang in Keasling, 2006). So spojine ogljikovega skeleta, ki je 
sestavljen iz razvejanih C5 izoprenskih enot (Wanke in sod., 2001). Osnovna gradbena enota 
izoprenoidov je izopren (2-metil-1,3-butandien), je ogljikovodik, ki ima med atomi ogljika dve 
dvojni vezi. Izoprenoidi so lahko sestavljeni iz dveh ali več enot izoprena (Kluger in Eastman, 
2008). Razlikujejo se v ogljikovem skeletu (številu izoprenskih enot) in po funkcionalnih 
skupinah. Strukturno se delijo na aciklične, monociklične in policiklične izoprenoide 
(Eisenreich in sod., 2004). Funkcionalna skupina, ki je vezana na ogljikov skelet je hidroksilna 
ali karbonilna. Glede na število izoprenskih enot razlikujemo hemiterpenoide (1 izoprenska 
enota, 5 ogljikovih (C) atomov), monoterpenoide (2 izoprenski enoti, 10 C atomov), 
seskviterpenoide (3 izoprenske enote, 15 C atomov), diterpenoide (4 izoprenske enote, 20 C 
atomov), sesterterpenoide (5 izoprenskih enot, 25 C atomov), triterpenoide (5 izoprenskih enot, 
30 C atomov), tetraterpenoide (8 izoprenskih enot, 40 C atomov) in politerpenoide, ki vsebujejo 
večje število izoprenskih enot. Monoterpenoidi so večinoma zelo hlapljive spojine (dišave, kot 
npr limonen in mentol), z naraščanjem molekulske mase pa je hlapljivost terpenoidov manjša 
(Kluger in Eastman, 2008). 
Izoprenoidi imajo pomembno vlogo v fizioloških procesih (Kluger in Eastman, 2008). Najdemo 
jih v evkariontih in prokariontih, s pomembno vlogo v metabolizmu in kot pomembna 
komponenta membran (Wanke in sod., 2001). Delujejo kot hormoni, vplivajo na fluidnost 
membrane, sodelujejo pri dihanju in fotosintezi, pri regulaciji rasti, pri zaščiti pred patogeni, 
delujejo tudi kot koencimi (Chang in Keasling, 2006; Wanke in sod., 2001). Številni med njimi 
so pomembni tudi iz zdravstvenega vidika (Eisenreich in sod., 2004). Uporabljajo so tudi kot 
dišave in barvila, vse več pa se raziskuje njihov potencial za pripravo biogoriv (George in sod., 
2015) 
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2.2.2 Izoprenoidi pri prokariontih 
Izoprenoidi imajo ključno vlogo pri prokariontskih organizmih. Pomembnejši izoprenoidi pri 
prokariontih so baktoprenol, hopanoidi, ubikinoni, menakinoni, hem A, klorofili, karotenoidi. 
Vključeni so v številne pomembne procese kot je na primer sinteza celične stene in membrane, 
transport elektronov in pretvorba sončne energije v kemijsko (Rodríguez-Concepción in 
Boronat, 2013; Chang in Keasling, 2006).  
Izoprenoidi nastajajo iz dveh prekurzorjev izopentenil difosfata (IPP) ali dimetilalil fosfata 
(DMAPP). Ta dva nastaneta po dveh različnih biosinteznih poteh, mevalonatni (MEV) poti in 
poti deoksiksiluloza-5-fosfata (DXP) (Phelan in sod., 2014; Hamano in sod., 2002). Iz obeh 
prekurzorjev se tvori geranil pirofosfat (GPP), ki je prekurzor za monoterpene. Z dodatnimi 
kombinacijami IPP in DMAPP lahko dobimo tudi druge izoprenoide (Kluger in Eastman, 
2008). 
Zaradi kompeksnosti in raznolikosti strukture terpenoidov, je njihova kemična sinteza preveč 
zapletena in predraga, predvsem ko gre za večje količine. To so razlogi zaradi katerih se iščejo 
alternativne možnosti produkcije izoprenoidov v različnih produkcijskih bakterijskih sevih 
(Martin in sod., 2003). Poskušali so že v Saharomyces cerevisiae (β-karoten, likopen in 
astaksantin), E. coli (artemisinin), Pichia pastoris (β-karoten in likopen), Yarrowia lipolytica, 
Pseudomonas putida (zeaksantin), Blakeslea trispora (likpoen), Corynebacterium 
michiganense, Micrococcus roseus, Brevibacterium spp., Bradyrhizobium spp., Gordonia 
jacobaea, Dietzia natronolimnaea in Methylomonas (astaksantin) (Ye in Bhatia, 2012; Martin 
in sod., 2003; Chang in sod., 2007; Hamano in sod., 2001; Chang in Keasling, 2006; Mata-
Gomez in sod., 2014) 
2.2.3 Karotenoidi 
Karotenoidi so naravni pigmenti, kar pomeni da jih sintetizirajo živi organizmi, med njimi tudi 
mikroorganizmi (bakterije, kvasovke, filamentozne glive in mikroalge). Lahko so rumene, 
rdeče ali oranžne barve in so zelo strukturno raznoliki (do 750 različnih struktur) (Cardoso in 
sod., 2017; Mortensen, 2006). Uvrščamo jih med tetraterpenoide, ki vsebujejo 40 ogljikovih 
atomov (Ye in Bhatia, 2012) in delimo v dve večji skupini, karoteni in ksantofili (Mata-Gomez 
in sod., 2014) Zaradi dvojne vezi v svoji zgradbi so občutljivi na svetlobo, toploto, kisline in 
kisik (Cardoso in sod., 2017; Mortensen, 2006).  
Uranič I. Heterologno izražanje genov terpenoidne biosintezne poti v izbranih sevih Streptomyces sp.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2018  
8 
 
Karotenoidi kot so likopen, α-karoten in β-karoten, v svoji zgradbi ne vsebujejo kisikovega 
atoma, zato jim pravimo karoteni. Tisti, ki vsebujejo kisikov atom so ksantofili (ksantin, 
zeaksantin, astaksantin in lutein). Karotenoidi v organizmu delujejo kot antioksidanti, zato naj 
bi preprečevali nastanek rakavih obolenj, koronarnih obolenj in bolezni oči (Ye in Bhatia, 2012; 
Mata-Gomez in sod., 2014). Vsi ciklični karotenoidi, ki vsebujejo β obroč delujejo kot 
prekurzorji za nastanek vitamina A. Najbolj znan karotenoid s takšno aktivnostjo je β-karoten 
(Riberio in sod., 2011). Zaradi antioksidativnih značilnosti in atraktivne barve so uporabni, kot 
prehranski dodatki, barvila v jajcih, rakcih in ribah ter v kozmetiki (Ye in Bhatia, 2012). Barvila 
imajo v prehranski industriji velik pomen, saj lahko nadomestijo barvo, ki se izgubi med 
procesom priprave, poudarijo že prisotno barvo živila, obarvajo drugače ne obarvana živila ali 
izničijo variacijo v barvi med posameznimi proizvodnimi serijami (Mortensen, 2006). Še večji 
pomen imajo karotenoidi kot prehranski dodatki (prekurzor vitamina A), predvsem v 
industrijsko slabše razvitem delu sveta (Mata-Gomet in sod., 2014).  
Produkcija barvil z mikroorganizmi je zanimiva za številne raziskovalce, zaradi aplikativne 
možnosti proizvodnje na industrijskem nivoju. Na ta način bi lahko nadomestili kemijsko 
sintezo ali izolacijo iz rastlin (Motrensen, 2006; Martin in sod., 2003; Mata-Gomez in sod., 
2014). Nekatera barvila iz skupine karotenoidov že sintetizirajo z mikroorganizmi, tudi v 
industrijskem merilu. To so: ankaflavin (Monascus sp.), antrakinon (Penicillium oxalicum), 
monaskorubramin (Monascus sp.), riboflavin (Ashbya gossypi), rubropunkatanin (Monascus 
sp), astaksantin (Xanthophyllomyces dendrorhous), torulen (Rhodotorula spp.), in β-karoten 
(Blakeslea trispora, Phycomyces blakesleeanus, Rhodotorula spp.) (Cardoso in sod., 2017; 
Mata- Gomez in sod., 2014). Sinteza karotenoidov je pri fototrofnih organizmih močno odvisna 
od svetlobe, saj ta omogoča ali inhibira nastajanje pigmentov (Cardoso in sod., 2017). 
2.2.3.1 β-karoten 
β-karoten ima pomembno vlogo pri višjih rastlinah, ker preprečuje fotooksidativne poškodbe. 
V sesalcih je pomemben prekurzor vitamina A (retinal) in deluje kot antioksidant (Riberio in 
sod., 2011). Njegovo uživanje naj bi zmanjšalo tveganje za razvoj srčno-žilnih bolezni (Cardoso 
in sod., 2017).  
β-karoten se lahko pridobiva s kemijsko sintezo iz petroleja (Ye in Bhatia, 2012). Sinetični β-
karoten, iz prekurzorja β-ionona, proizvajata dve farmacevtski podjetji. β-ionon producirajo iz 
acetona ali butadiena (Riberio in sod., 2011). 
Naravni in sintetični β-karoten imata enako poliensko molekulsko strukturo, s to razliko, da so 
ob naravnem β-karotenu prisotni še nekateri drugi karotenoidi, ki prav tako pozitivno vplivajo 
na organizem. Z biotehnološkimi postopki pridobivajo β-karoten s procesi, ki vključujejo 
filamentozne glive, kvasovke, bakterije in mikoralge (Riberio in sod., 2011). Najbolj znane in 
najbolje preučene producentke β-karotena so kvasovke (Mata-Gomez in sod., 2014). Glavni 
producenti so predstavljeni v preglednici 2. Poleg tega β-karoten pridobivajo tudi z ekstrakcijo 
iz zelenjave. Kljub vsem možnostim pridobivanja β-karotena s pomočjo mikroorganizmov in 
ekstrakcijo iz zelenjave, se ga z bioprodukcijo proizvede le 2 % (Riberio in sod., 2011). 
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Preglednica 2: Glavni mikrobni producenti β-karotena (povzeto po Riberio in sod., 2011) 
Mikroorganizem Koncentracija karotenoidov 
(mg/L) 
β-karoten v koncentraciji 
karotenoidov (%) 
Dunaliella salina ̶ 80 
Dunaliella bardawil 69000 75 
Blakeslea trispora 828 87 
Phycomyces blakesleeanu ̶ 95 
Rhodotorula glutinis 19,4 81 
Rhodotorula graminis 4,34 50 
Sporobolomyces roseus 0,24 50 








Rekombinanta Escherichia coli 390 60 
Sphingomonas paucimobilis 51 89 
 
Slika 3: β-karoten (prirejeno po Yamagata, 2017) 
2.2.4 Biosintezna pot izoprenoidov 
Izoprenoidi, pri vseh organizmih, nastajajo po dveh biosinteznih poteh, mevalonatni poti 
(MEV) in poti deoksiksiluloza-5-fosfata (DXP). Za večino predstavnikov rodu Streptomyces 
velja, da dimetilalil fosfat (DMAPP) in njegov izomer izopentenil difosfat (IPP), producirajo 
po poti DXP (Phelan in sod., 2014). Nekatere vrste streptomicet imajo genski zapis za obe poti 
(MEV in DXP), kot na primer Kitasatospora griseola, Actinoplanes sp. vrsta A40644 in 
Streptomyces sp. vrsta CLI90 (Kawasaki in sod., 2004). 
Biosintezo izoprenoidov lahko razdelimo na štiri glavne korake (Slika 2). In sicer (i) produkcija 
C5 monomera (IPP in DMAPP), (ii) polimerizacija in nastanek linearnih prenil difosfatnih 
prekurzorjev, (iii) ciklizacija in/ali prerazporeditev v osnovno verigo terpenov in (iv) 
modifikacije terpenskega skeleta (Chang in Keasling, 2006). 
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Slika 4: Osnovni koraki biosinteze izoprenoidov (prirejeno po Chang in Keasling, 2006). 
2.2.4.1 Pot biosinteze mevalonata (MEV) 
IPP v mevalonatni poti nastane s kondenzacijo treh molekul acetil koencima A (CoA). Pri tej 
biosintezi sodeluje šest encimov: acetoacetil-CoA tiolaza, 3-hidroksi-3-metilglutaril-CoA 
(HMG-CoA) sintaza, HMG-CoA reduktaza, mevalonat kinaza, 5-fosfomevalonat kinaza in 5-
difosfo-mevalonat dekarboksilaza (Takagi in sod., 2000). Acetoacetil-CoA tiolaza in 3-
hidroksi-3-metilglutaril-CoA sintaza omogočata prvi korak mevalonatne biosintezne poti in 
sicer nastanek 3-hidroksi-3-metilglutaril-CoA (HMG-CoA) (Rodríguez-Concepción in 
Boronat, 2013). V naslednjem koraku encim HMG-CoA reduktaza v prisotnosti kofaktorja 
NADPH reducira HMG-CoA do mevalonata (Hunter, 2007). Mevalonat se v nadaljevanju s 
pomočjo encimov mevalonat kinaza in 5-fosfomevalonat kinaza dvakrat fosforilira ob 
prisotnosti adenozin trifosfata (ATP). Fosforilacijama sledi dekarboksilacija pri kateri je prav 
tako potreben ATP, katalizira jo encim 5-difosfo-mevalonat dekarboksilaza in nastane IPP 
(Rodríguez-Concepción in Boronat, 2013).  Shema biosinteze IPP po mevalonatni poti je 
predstavljena na sliki 4. 
2.2.4.2 Biosintezna pot deoksiksiluloza-5-fosfata (DXP) 
Prekurzorja v poti DXP oziroma nemevalonatni poti sta piruvat in D-gliceraldehid-3-fosfat, ki 
nastaneta z glikolizo v primarnem metabolizmu. S kondenzacijo tvorita 1-deoksi-D-ksilulozo-
5-fosfat (DXP). Ta reakcija je katalizirana z encimom DXP sintaza. Z delovanjem encima DXP 
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reduktoizomeraza, v naslednjem koraku, iz DXP nastane 2-C-metil-D-eritrol 4-fosfat (MEP). 
V prisotnosti citidin triofosfata (CTP) iz MEP nastane 4-(citidin 5-difosfo)-2-C-metil-D-eritrol 
(CDP-ME), to reakcijo katalizira MEP citidiltransferaza. CDP-ME je fosforilirana z CDP-ME 
kinazo, nastane 2-fosfo-4-(citidin 5-difosfo)-2-C-metil-D-eritrol (CDP-ME2P). Sledi 
eliminacija citidin monofosfata (CMP) v prisotnosti magnezijevih ali manganovih ionov in 
sočasna, z encimom MEcPP sintaza katalizirana, pretvorba CDP-ME2P do 2-C-metil-D-eritrol 
2,4-ciklofosfata (MEcPP) (Kuzuyama, 2002). 
V zadnjem delu biosintezne poti poteče redukcijsko odpiranje MEcPP obroča in nastanek 
4- hidroksi-3-metilbut-2-enil difosfata (HMBPP). To reakcijo katalizira encim HMBPP sintaza 
(HDS). Na koncu HMBPP reduktaza (HDR), ki je produkt gena xylB poskrbi za neodvisno 
formiranje IPP in DMAPP. V biosintezni poti DXP v nastanek DMAPP ni nujno vključen 
encim IPP izomeraza, ampak ta nastane iz HMBPP hkrati z IPP. (Rodríguez-Concepción in 
Boronat, 2013; Kuzuyama, 2002). Biosintezna pot izoprenoida je shematsko prikazana na 
sliki 4. 
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Slika 5: Pot MEV in DXP biosinteze izoprenoidnih prekurzorjev IPP in DMAPP (prirejeno po Kuzuyama, 2002). 
2.2.4.3 Biosinteza karotenov 
Končna produkta mevalonatne in nemevalonatne poti (IPP in DMAPP) se združita v geranil 
pirofosfat (GPP), ki ima deset ogljikovih atomov. Dodatna izoprenska enota spremeni GPP v 
farnezil pirofosfat (FPP), ki ima petnajst ogljikovih atomov. S ponovno stopnjo kondenzacije 
nastane geranilgeranil pirofosfat (GGPP) s dvajsetimi ogljikovimi atomi. Ta korak katalizira 
GGPP sintaza (CrtE) (Ye in Bathia, 2012) (Slika 6). 
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Prvi korak sinteze karotenov je združitev dveh GGPP molekul, kataliziran je s fitoen sintazo 
(CrtB). Nastane fitoen s štiridesetimi ogljiki. Nato z desaturacijo in izomerizacijo fitoena, z 
encimom fitoen dehidrogenazo (CrtI), nastane likopen, ki je osnovni prekurzor za nastanek vseh 
karotenov. S ciklizacijo terminalnih izoprenoidnih delov likopena nastane β-karoten. Pri tem 
sodeluje encim likopen β-ciklaza (CrtY). Iz likopena lahko nastane tudi δ-karoten. V nadaljnjih, 
encimsko vodenih procesih, nastajajo ostali karoteni (zeaksantin, kantaksantin idr.), 
predstavljeno na sliki 6 (Ye in Bathia, 2012). 
 
Slika 6: Biosinteza β-karotena in drugih karotenoidov (prirejeno po Ye in Bathia, 2012). 
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3 MATERIAL IN METODE 
Raziskovalni proces s katerim smo pridobili rezultate podane v tem magistrskem delu, je 
potekal v treh stopnjah. V prvi stopnji smo s pomočjo molekularno bioloških metod pripravili 
integrativne in replikativne plazmide z zapisi za mevalonatno pot in genske konstrukte vnesli v 
kompetentne celice S. rimosus white. V drugem delu magistrske naloge smo s pomočjo 
molekularno bioloških metod konstruirali integrativne in replikativne plazmide z zapisi za 
biosintezo β-karotena ter integrativne in replikativne plazmide z zapisi za mevalonatno pot in 
biosintezo β-karotena.V tretjem delu smo pripravili kompetentne celice S. rimosus z zapisi za 
mevalonatno pot in vanje transformirali integrativni plazmid z zapisi za biosintezo β-karotena. 
Potek eksperimentalnega dela je shematsko predstavljen na sliki 7. 
3.1  SHEMA DELA 
 
Slika 7: Shema dela. 
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Preglednica 3: Seznam uporabljenih kemikalij in proizvajalcev uporabljenih kemikalij. 
Kemikalija Proizvajalec 













Kvasni ekstrakt Biolife 






Polietilen glikol (PEG 1000) Sigma-Aldrich 
RNaza Sigma-Aldrich 
Saharoza Sigma-Aldrich 
Sojin pepton Fluka 
SDS Sigma-Aldrich 
Sojina moka Sigma 
Škrob (koruzni) Merck 
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Preglednica 4: Seznam uporabljenih aparatur in proizvajalcev uporabljenih aparatur. 
Aparatura Proizvajalec 
avtoklav Sutjeska 
avtomatske pipete Gilson 
brezprašna komora SMBC122VA Iskra Pio 
centrifuge Tehtnica, Eppendorf, Sigma-Aldrich 
ciklični termostati za PCR Bio-Rad 
elektroporator MicroPulser Bio-Rad 
gel dokumentacijski sistem Gel Coc 2000 Bio-Rad 
hladilnik in zamrzovalna omara Gorenje 
inkubator Sutjeska 
magnetno mešalo Rotamix 
mikrovalovna pečica Sanyo 
napajalnik za elektroforezo Bio-Rad 
pH meter Mettler Toledo 
spektrofotometer Tecan Thermo Fischer Scientific 
stresalna plošča InforscHT MultipronPro 
sušilna omara Elektromedica 
tehtnica Sartorius exellence in Mettler Toledo 
vrtičnik Ika 
zamrzovalnik Thermo Fischer Scientific 
3.2.3 Steklovina in ostali potrošni material 
V magistrski nalogi smo uporabili: 
- erlenmajerjeve steklenice 
- čaše 
- merilne valje 
- steklenice z zamaški 
- nastavke za avtomatske pipete 
- epruvete 
- plastične petrijevke 
- kivete 
- razmazovalne palčke za enkratno uporabo 
- eze za enkratno uporabo 
- Eppendorferjeve centrifugirke (1,5 ml, 2 ml, 15 ml, 50 ml) 
- mikrotiterske plošče 
- penaste zamaške 
- Pasterjeve pipete 
- Alufolijo 
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3.2.4 Raztopine in pufri 
Pufer ET 
Za pripravo 10 mL pufra smo v čašo zatehtali 3 g PEG 1000 in 0,65 g saharoze, dodali 1 mL 
glicerola ter dopolnili z destilirano vodo do 10 mL. Pufer smo aseptično filtrirali v brezprašni 
komori in ga do uporabe hranili v hladilniku. 
15 % raztopina glicerola 
Za pripravo 100 mL 15 % glicerola smo odmerili 15 mL 100 % glicerola in 85 mL dH₂O. 
Raztopino 15 % glicerola smo avtoklavirali 20 min pri 121 °C na 1,2 bara in jo do uporabe 
hranili v hladilniku. 
20 mM raztopina NaOH 
Za pripravo 1 mL 20 mM raztopine NaOH smo odmerili 200 µL 0,1 M NaOH  in 800 µL PCR 
H₂O. Do uporabe smo raztopino hranili v hladilniku. 
1 M HEPES 
Za pripravo 100 mL pufra smo v čašo zatehtali 23,83 g HEPES, dodali destilirano vodo do 
80 mL, umerili pH na 7 in nato dopolnili z destilirano vodo do 100 mL. Raztopino smo 
avtoklavirali 20 min pri 121°C na 1,2 bara in do uporabe hranili v hladilniku. 
Pufer P1 
Za pripravo 50 mL pufra P1 smo v čašo zmešali 2,5 mL 1 M trikloro ocetne kisline (pH 8) in 
5 mL 0,1 M EDTA (EDTA raztopljena v vodi ob dodajanju natrijevega hidroksida). Do 50 mL 
smo dopolnili z dH₂O, filtrirali v brezprašni komori in dodali 2,5 mL RNaze v koncentraciji 
10 mg/mL. Nato smo 15 min segrevali na temperaturi 99 °C. Do uporabe smo hranili v 
hladilniku. 
Pufer P2 
Za pripravo 50 mL pufra smo v čaši pomešali 2,5 mL 20 % SDS-a in 10 mL 1 M natrijevega 
hidroksida. Nato smo mešanici dodali dH₂O do 50 mL. Do uporabe smo hranili na sobni 
temperaturi. 
Pufer P3 
Za pripravo 50 mL pufra smo v čašo zatehtali 14,723 g CH₃CO₂K  (končna koncentracija 3 M), 
dodali dH₂O do 20 mL in z 2 M ocetno kislino umerili pH na 5,5. Nato smo dodali dH₂O do 
50 mL in do uporabe hranili v hladilniku. 
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50 x pufer TAE 
Za pripravo 1000 mL pufra smo zatehtali 242,0 g baze Tris, dodali 57,1 mL ledocetne kisline, 
100 mL 0,5 M EDTA (pH 8,0), dopolnili z dH2O do 1000 mL in avtoklavirali 20 min pri 
temperaturi 121 °C in tlaku 1,2 bara. 
3.2.5 Antibiotiki 
Antibiotike, ki smo jih v eksperimentalnem delu uporabili za selekcijo, smo pripravili v 
založnih koncentracijah, raztopljene v ustreznih topilih (Preglednica 5). Antibiotike smo 
prefiltrirali s filtrom velikosti por 0,2 nm in shranili do uporabe v skrinji na –20 °C. 
Preglednica 5: Seznam uporabljenih antibiotikov in končnih koncentracij uporabljenih antibiotikov. 
Antibiotik Založna koncentracija [mg/mL] Končna koncentracija 
[µg/mL] 
Eritromicin 50 (v etanolu) 30 
Ampicilin 100 (v dH₂O) 100 
Apramicin 50 (v dH₂O) 50 
Kloramfenikol 10 (v etanolu) 10 
Nalidinska kislina 10 (v dH₂O) 10 
Kanamicin 25 (v etanolu) 25 
Tiostrepton 30 (v DMSO) 30 v trdnem oziroma 4 v 
tekočem gojišču 
3.2.6 Encimi 
3.2.6.1 Restrikcijski encimi 
Za restrikcijo plazmidne DNA in pomnožkov PCR smo uporabili različne restrikcijske 
endonukleaze, povzete v preglednici 6. Uporabili smo jih po navodilih proizvajalca skupaj z 
10 × pufrom FastDigest.  
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Preglednica 6: Seznam uporabljenih restrikcijskih endonukleaz in proizvajalcev uporabljenih restrikcijskih 
endonukleaz 
Encim Mesto cepitve Proizvajalec 
EcoRI 5'... G↓A A T T C...3'  
3'...C T T A A↑ G...5'  
 
Thermo Fischer Scientific 
(FastDigest enzyme) 
XbaI 5'... T↓C T A G A …3'  
3'...A G A T C↑ T …5 
Thermo Fischer Scientific 
(FastDigest enzyme) 
NdeI 5'...C A T A T G...3'  
3'...G T A T A C...5' 
Thermo Fischer Scientific 
(FastDigest enzyme) 
KpnI 5'... G  G T A C  C...3'  
3'... C  C A T G  G...5' 
Thermo Fischer Scientific 
(FastDigest enzyme) 
NotI 5'...G CG G C C G C...3'  
3'...C G C C G G  C G...5' 
Thermo Fischer Scientific 
(FastDigest enzyme) 
HindIII 5'... A↓A G C T T... 3'  
3'... T T C G A↑ A ...5' 
Thermo Fischer Scientific 
(FastDigest enzyme) 
PstI 5'...C T G C AG...3'  
3'...G A C G T C...5' 
Thermo Fischer Scientific 
(FastDigest enzyme) 
SacI 5'...G A G C T↓ C...3'  
3'... C↑T C G A G...5' 
Thermo Fischer Scientific 
(FastDigest enzyme) 
MauBI 5'...C G ↓C G C G C G …3'  
3'...G C G C G C↑ G C...5' 
Thermo Fischer Scientific 
(FastDigest enzyme) 
3.2.6.2 Ostali encimi 
Za ligacijo produktov restrikcije smo uporabili ligazo T4 (Thermo Fischer Scientific), pri 
uporabi smo sledili navodilom proizvajalca. 
Za odstranitev 5ˊ fosfatnega konca linearne verige DNA (defosforilacija) smo uporabili alkalno 
fosfatazo (FastAP, Thermo Fischer Scientific). 
Za zapolnitev 5ˊ oziroma odstranitev 3ˊ koncev linearne verige DNA smo uporabili Klenow 
fragment (Thermo Fischer Scientific). 
3.2.7 Standarda za določanje velikosti DNA fragmentov 
Velikost pomnožkov PCR, produktov DNA iz različnih reakcij z restrikcijskimi encimi in 
izoliranih plazmidov, smo določili s pomočjo primerjave s standardi DNA znanih velikosti.  
- označevalec velikosti DNA »GeneRulerTM DNA Ladder Mix« (Thermo Fischer 
Scientific) in 
- označevalec velikosti DNA »Lambda DNA/HindIII« (Thermo Fisher Scientific). 
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V nalogi uporabljeni mikroorganizmi, namen njihove uporabe in njihove lastnosti so povzeti v 
preglednici 7 (sevi bakterije Escherichia coli) in preglednici 7 (sevi bakterij rodu 
Streptomyces). 
Preglednica 7: Seznam uporabljenih sevov bakterije Escherichia coli, proizvajalcev uporabljenih bakterij in namen 
uporabe. 
Oznaka seva Genotip Vir Namen uporabe 
DH10β supE44 lacU169 (φ80lacZM15) 
hsdR17 recA1 endA1 gyrA96 thi-1 
relA1 
Invitrogen Elektroporacija 
celic s plazmidnimi 
vektorji z vključki. 
ET12567 F- dam13::Tn9, dcm6, hsdM, hsdR, 
recF143::Tn1I,, galK2, galT22, ara14, 
lacY1, xyl5, leuB6, thi1, tonA31, 
rpsL136, hisG4, tsx78, mtl1 glnV44 
Invitrogen Elektroporacija 
celic s plazmidi za 
vnos v S. rimosus 
(ima prekinjena 
gena za metilazi). 
ET12567/pUZ8002 F- dam13::Tn9 dcm6 hsdM hsdR 
zjj202::Tn10 recF143 galK2 galT22 
ara14 lacY1 xyl5 leuB6thi1 tonA31 
rpsL136 hisG4 tsx78 mtl1 glnV44 in 
dodatnim plazmidom pUZ8002 (za 
konjugacijski prenos plazmida). 
Paget in sod., 
1999 
Elektroporacija 
celic s plazmidnimi 
vključki. Celice so 
bile uporabljene za 
konjugacijo s S. 
lividans. 
 
Preglednica 8: Seznam uporabljenih sevov bakterij rodu Streptomyces, proizvajalcev uporabljenih bakterij in 
namen uporabe. 
Oznaka seva Vir Namen uporabe 
Streptomyces rimosus M4018 
white 
Biotehniška fakulteta Elektrokompetentne celice seva 
smo uporabili za transformacijo. 
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3.2.9 Bakterijski vektorji 
V magistrski nalogi smo uporabili bakterijske vektorje predstavljene v preglednici 9. 
Preglednica 9: Seznam uporabljenih bakterijskih vektorjev, dolžine, odpornosti, organizma in proizvajalca 
uporabljenih bakterijskih vektorjev. 
Plazmid Dolžina [kb] Odpornost Organizem Vir 
pUC57 BTC 7,7 ampicilin E. coli Eurofins 
pABO4 erm* 7,7 apramicin/tiostrepton E. coli Acies Bio 
Ltd 
pABO5 erm* 6,5 apramicin/tiostrepton E. coli Acies Bio 
Ltd 
pAB21 8,1 ampicilin/eritromicin E. coli Acies Bio 
Ltd 
pVF 8,8 ampicilin/tiostrepton E. coli Carrillo 
Rincon in 
sod., 2018 
pUC19 2,7 ampicilin/tiostrepton E. coli Invitrogen 
pABO4 erm* 
ppA 





















Slika 8: Restrikcijska mapa plazmida pUC57 BTC, ki ima zapis za odpornost proti ampicilinu (amp), zapis za 
mesto začetka podvajanja (ori), ki izhaja iz plazmida pUC in zapis za sintezo β-karotena (vir plazmida: Eurofins). 
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Slika 9: Restrikcijska mapa plazmida pAB21, ki ima zapis za odpornost proti ampcilinu (amp) in eritromicinu 
(erm). Zapis gena lacZ kodira beta-galaktozidazo. Poleg tega ima zapis za  phiC31 integrazo (int) (vir plazmida: 
Acies Bio Ltd). 
 
Slika 10: Restrikcijska mapa plazmida pAB05 erm*. Plazmid pAB05 erm* ima zapis za odpornost proti 
apramicinu (apr) in tiostreptonu (tio), mesto začetka podvajanja (ori), promotor gena za eritromicinsko rezistenco 
erm*, mesto začetka podvajanja (oriC) in phiBT integrazo (int) (vir plazmida: Biotehniška fakulteta in Acies Bio 
Ltd). 
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Slika 11: Restrikcijska mapa plazmida pAB04 erm*. pAB04 erm* ima zapis za gene za odpornost proti apramicinu 
(apr) in tiostreptonu (tio). Poleg tega ima zapis za mesto začetka podvajanja, promotor erm* in phi C31 integrazo 
(int) (Carrillo Rincon in sod., 2018). 
 
Slika 12: Restrikcijska mapa plazmida pVF. pVF je bi-funkcionalni plazmid, ki je nastal s fuzijo E. coli pUC19 in 
streptomicetnega pPZ12 vektorja, ki izhaja iz pIJ101 plazmida. pVF je replikativni plazmid in ima zapis za 
odpornost proti apramicinu (apr) in tistreptonu (tio). Vsebuje tudi gen za replikazo (rep), gen lacZ, ki kodira 
β- galaktozidazo in mesto začetka podvajanja (oriT) (Carrillo Rincon in sod., 2018). 
 
Slika 13:Restrikcijska mapa plazmida pUC19. pUC19 je plazmid z velikim številom kopij v E. coli. Nosi gen za 
rezistenco proti ampicilinu (amp) in gen lacZ, ki kodira β-galaktozidazo, v njem se nahaja mesto za kloniranje 
(MSC; angl. Multiple Cloning Site) (vir plazmida: Invitrogen). 
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Slika 14: Restrikcijska mapa plazmida pEX-A2 tcp830 ppA. pEX – A2 tcp830 ppA plazmid vsebuje gen za 
odpornost proti ampicilinu (amp), gen lacZ, ki kodira β-galaktozidazo, mesto začetka podvajanja (oriT) ter 
promotor tcp830 in gen ppA (vir plazmida: Biotehniška fakulteta). 
 
Slika 15: Restrikcijska mapa plazida pEX-A2 tcp830 PUFA. Plazmid pEX-A2 tcp830 PUFA ima zapis za 
odpornost proti ampicilinu (amp), zapis za promotor tcp830, mesto začetka podvajanja (ori) in gene z oznako 
PUFA (vir plazmida: Biotehniška fakulteta). 
3.2.10 Sestava gojišč 
Sestava vseh uporabljenih gojišč je povzeta v preglednici 10. Vsem gojiščem smo pred 
avtoklaviranjem umerili pH vrednost. Vsa gojišča smo avtoklavirali pri temperaturi 121 °C, 20 
min in pri tlaku 1,2 bara, razen gojišča SM, ki smo ga avtoklavirali 30 min. Po avtoklaviranju 
smo jih alikvotirali po približno 25 mL na petrijevko (pri gojišču SM 35 mL). Antibiotike smo 
po potrebi dodali v avtoklavirana gojišča šele, ko smo gojišča ohladili na 60 °C. 
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Preglednica 10: Seznam uporabljenih gojišč in njihova sestava. 
Gojišče Sestavina Količina 
 Sojina moka 20 g 
 D-manitol 20 g 
Soja manitol (SM) Agar 20 g 
 Destilirana voda do 1000 mL 
 Sojina moka 20 g 
 D-manitol 20 g 
Soja manitol z MgCl₂ Agar 20 g 
 MgCl₂ 0,855 g 
 Destilirana voda do 1000 mL 
 Pepton iz kazeina 17 g 
 Pepton iz sojine moke 3 g 
Tripton soja brot (TSB) D (+) glukoza 2,5 g 
 NaCl 5 g 
 K₂HPO₄ 2,5 g 
 Destilirana voda do 1000 mL 
 Pepton iz kazeina 17 g 
 Pepton iz sojine moke 3 g 
Tripton soja agar (TSA) D (+) glukoza 2,5 g 
 NaCl 5 g 
 K₂HPO₄ 2,5 g 
 Agar 20 g 
 Destilirana voda do 1000 mL 
 Tripton 16 g 
2TY Kvasni ekstrakt 10 g 
 NaCl 5 g 
 Destilirana voda do 1000 mL 
 Tripton 16 g 
 Kvasni ekstrakt 10 g 
Trdno gojišče 2TY NaCl 5 g 
 Agar 20 g 
 Destilirana voda do 1000 mL 
3.3 METODE 
3.3.1 Gojitvene tehnike za E. coli in S. rimosus 
3.3.1.1 Kultivacija E. coli 
Za gojitev E. coli smo uporabili gojišče 2TY z ustreznim selekcijskim antibiotikom. Kulture z 
manjšimi plazmidi smo stresali pri 37 °C, tiste z večjimi (nad 5000 bp) pri 28 °C, na stresalniku 
pri 220 rpm. Prav tako je kultivacija potekala na trdnem gojišču 2TY preko noči pri 37 °C ali 
28 °C. 
3.3.1.2 Kultivacija S. rimosus 
Za pripravo elektrokompetentnih celic in izolacijo genomske DNA smo za kultivacijo S. 
rimosus uporabili tekoče gojišče TSB (20–24 ur). Za rast transformant S. rimosus smo 
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uporabljali trdno gojišče TSA z ustreznimi antibiotiki (3–5 dni). Sporulacijo smo dosegali na 
trdnem gojišču SM (7–10 dni). Kultivacija v tekočem gojišču je potekala pri 28 °C na 
stresalniku pri 220 rpm, gojenje na trdnem gojišču pa v inkubatorju pri enaki temperaturi. 
3.3.2 Molekularne tehnike 
3.3.2.1 Izolacija plazmidne DNA iz E. coli 
Kolonije pri katerih smo preverjali uspešnost vključitve insertov v vektor, smo prenesli v 5 mL 
tekočega gojišča 2TY z ustreznim antibiotikom in jih stresali preko noči pri 28 °C in 220 rpm.  
Izolacija plazmide DNA po protokolu brez komercialnih kolon iz bakterije E. coli 
2 mL prekonočne kulture smo prenesli v centrifugirko Eppendorf in centrifugirali 1 minuto pri 
15000 rpm. Supernatant smo odlili in resuspendirali v 250 µL pufra P1, dodali smo 250 µL 
pufra P2, premešali z obračanjem (6–8 krat) in inkubirali 3 minute pri sobni temperaturi. Nato 
smo dodali 250 µL pufra P3, premešali z obračanjem (6–8 krat) in centrifugirali 5 minut pri 
15000 rpm. Supernatant smo prenesli v novo 2 mL centrifugirko, dodali 750 µL izopropanola 
sobne temperature, premešali z obračanjem (4 krat) in centrifugirali 15 minut pri 15000 rpm in 
pri temperaturi 4 °C. Nato smo odstranili supernatant in dodali 250 µL 70 % etanola ter 
centrifugirali 2 minuti pri 15000 rpm. Supernatant smo odstranili, pelet (plazmidna DNA) 
posušili na zraku nato pa resuspendirali v 100 µL PCR H₂O. Tako izolirane plazmide smo 
uporabili za preverjanje uspešnosti ligacije. 
Izolacija plazmidne DNA s komercialnim kitom iz bakterije E. coli 
Plazmidno DNA smo iz 2 mL prekonočne kulture izolirali z EconoSpin kolonami (Epoch) po 
navodilih proizvajalca. Plazmidno DNA smo v zadnji fazi eluirali s kolone s 50 µL PCR H₂O. 
3.3.2.2 Izolacija genomske DNA iz bakterije S. rimosus 
Genomsko DNA smo iz bakterij S. rimosus izolirali s komercialnim kompletom za izolacijo 
genomske DNA »GenElute™ Bacterial Genomic DNA Kit« (Sigma-Aldrich, ZDA) po 
navodilih proizvajalca. Izolirano genomsko DNA smo shranjevali v destilirani vodi, pri –20 °C. 
3.3.2.3 Izolacija plazmide DNA iz bakterije S. rimosus 
Postopek je enak kot pri izolaciji plazmidne DNA po protokolu brez komercialnih kolon iz 
bakterij E. coli. Edina razlika je, da smo po dodatku vseh treh pufrov (P1, P2 in P3) dodali tudi 
300 µL lizocima, ki razgradi bakterijsko celično steno. 
 
3.3.2.4 Izbira začetnih oligonukleotidov 
Začetne oligonukleotide za pomnoževanje genov z verižno reakcijo s polimerazo (PCR) za 
mevalonatno pot (Preglednica 11) smo določili glede na znana zaporedja genov za mevalonatno 
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pot. Vse pare začetnih oligonukleotidov Mevc1, Mevc2, Mevk1 in Mevk2 smo uporabili za 
potrditev prisotnosti mevalonatne poti v transformantah S. rimosus pAB04 MEVC, S. rimosus 
pVF MEVC in S. rimosus pVF MEVK . Začetne oligonukleotide Mev cinn Fw/Rw in Mev kit 
Fw/Rw pa za pomnožitev genov mevalonatne poti iz S. cinnamonensis in K. griseola. 
Preglednica 11: Seznam uporabljenih začetnih oligonukleotidov in zaporedje uporabljenih začetnih 
oligonukleotidov ter predvidene velikosti pomnožkov. 
Oznaka začetnega 
oligonukleotida 
Oligonukleotidno zaporedje (5´˃3´) Predvidena 
velikost pomnožka 
(bp) 
Mevc1 Fw CATATGCAGAAAAGACAAAGGGAGCTGAG 819 
Mevc1 Rw CAGCAGCTCGTGATACTCCGTCATAC 
Mevc2 Fw GAGATCAACGCCAACCTGCTCTTCATC 764 
Mevc2 Rw GACAGATCGTGAATTCCTATGCCTGAACC 
Mevk1 Fw GTCCGACCTTCACCATGACC 794 
Mevk1 Rw ATGAGTGGACCTCCTCAGCT 
Mevk2 Fw CTGAACCTCCGCAAGAACCT 784 
Mevk2 Rw TAACAGGCCTGCTTCAGCTC 
Mev cinn Fw CATATGCAGAAAAGACAAAGGGAGCTGAGT 6529 
Mev cinn Rw TCTAGACTACCGCCGCTCGTAGATCC 
Mev kit Fw CATATGACTCTTCCGACCTCGGTGG 6469 
Mev kit Rw GAATTCTCAGCACGCTCGGTAGAGG 
3.3.2.5 Verižna reakcija s polimerazo in verižna reakcija s polimerazo na osnovi kolonije 
Verižna reakcija s polimerazo PCR (angl. polymerase chain reaction) je sestavljen iz treh 
ponavljajočih stopenj: denaturacija, prileganje začetnih oligonukleotidov in sinteza 
komplementarne verige DNA. 
Sestava reakcijske zmesi za PCR in PCR na osnovi kolonije je predstavljena v preglednici 12. 
Preglednica 12: Sestava reakcijske zmesi za PCR 
Sestavina Proizvajalec Volumen [µL] 
Polimerazni pufer  Promega 10,0 
MgCl₂ Promega 4,0 
dNTP Sigma 4,0 
Začetni oligonukleotid Fw  5,0 
Začetni oligonukleotid Rw  5,0 
DMSO  2,5 
GoTaq DNA polimeraza Promega 0,1 
Matrična DNA  5,0 
PCR H₂O  14,4 
V primeru, da smo v reakcijsko mešanico dodali večji volumen matrične DNA, kot je navedeno 
v preglednici 11, smo glede na to prilagodili volumen ostalih sestavin. 
Pri verižni reakciji s polimerazo na osnovi kolonije v reakcijsko zmes nismo dodali izolirane 
genomske DNA, temveč smo substratni micelij s trdnega gojišča SM z zobotrebcem prenesli v 
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50 µL 20 mM raztopine NaOH, vorteksirali in nato inkubirali 10 min na 95 °C. Tako 
pripravljeno DNA smo dodali v reakcijsko mešanico. 
Program, ki smo ga uporabili pri PCR je prikazan v preglednici 13. 
Preglednica 13: Zapis uporabljenega programa za PCR 
Stopnja Čas Temperatura [°C] Število ciklov 
začetna denaturacija DNA 1 min 95 1 
denaturacija DNA 30 s 95 
30 
prileganje začetnih oligonukleotidov  30 s 55 
sinteza komplementarne verige DNA 1min 72  
zaključek prepisovanja DNA 5 min 72 1 
Glede na dolžino matrične DNA in začetne oligonukleotide smo prilagajali čas denaturacije in 
čas prileganja začetnih oligonukleotidov na 30–60 s ter temperaturo prileganja začetnih 
oligonukleotidov na +/- 5 °C glede na navedeno vrednost talilne temperature (Tm). 
Pri PCR na osnovi kolonije smo prilagajali čas začetne denaturacije na 1–10 min in čas sinteze 
komplementarne verige DNA na 1–2 min. 
3.3.2.6 Agarozna gelska elektroforeza 
Elektroforeza je standardna metoda za ločevanje in analizo fragmentov DNA. Za preverjanje 
uspešnosti reakcije PCR smo pripravili 0,81 % (w/v) agarozni gel. Za preverjanje uspešnosti 
cepitve z restrikcijskimi endonukleazami in za izrez plazmidne DNA iz gela smo pripravili 
0,8– 1 % (w/v) agarozni gel. 
Ustrezno količino agaroze za gel smo zatehtali in jo popolnoma raztopili v pufru 1 × TAE s 
segrevanjem v mikrovalovni pečici. Raztopino smo ohladili na 60 °C in ji dodali 2 μL barvila 
SyBRSafe na 50 mL gela. Gel smo vlili v elektroforezni nosilec z ustreznim glavničkom in 
počakali, da polimerizira. Nato smo ga prenesli v elektroforezno banjico ter ga prelili s 1 × TAE 
pufrom. Za določanje velikosti in količine fragmentov DNA smo v prvo jamico nanesli 4 µL 
standardnega označevalca velikosti DNA »DNA Ladder Mix«. V naslednje jamice smo 
nanašali raztopine vzorcev DNA in nanašalnega pufra 6 × LD (Loading Dye, Thermo Fischer 
Scientific). 
Elektroforeza je tekla 60–90 min pri stalni napetosti 400 amperov in jakosti električnega 
potenciala 60–150 voltov. Po končani elektroforezi smo velikosti fragmentov preverili v 
programu Quantity One (Bio-Rad). 
3.3.2.7 Restrikcija plazmidne DNA in pomnožkov PCR 
Restrikcijo plazmidne DNA smo izvedli v reakcijski mešanici s končnim volumnom 20 µL, ki 
je vsebovala DNA in restrikcijske endonukleaze (encimi FastDigest) s pripadajočim pufrom. 
Za restrikcijo večjih volumnov DNA, smo prilagodili volumen celotne reakcijske mešanice. 
Vse reakcijske mešanice restrikcije plazmidov smo inkubirali od 30 min do 4 ure pri 37 °C. 
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Reakcije smo ustavili s segrevanjem pri določenih temperaturah (odvisno od encima), oziroma 
z dodatkom nanašalnega pufra za agarozno gelsko elektroforezo. 
3.3.2.8 Defosforilacija koncev linearne verige DNA 
Za odstranitev 5ˊ fosfatnega konca linearne verige DNA smo restrikcijski reakcijski mešanici, 
po inaktivaciji endonukleaz, dodali alkalno fosfatazo (FastAP, Thermo Fischer Scinetific). 
Restrikcijski reakcijski mešanici s končnim volumnom 50 µL smo dodali 5 µL alkalne fosfataze 
in ustrezen pufer ter inkubirali 20–45 min pri 37 °C. Alkalno fosfatazo smo inaktivirali z 
inkubacijo 5 min pri 75 °C. 
3.3.2.9 Zapolnitev 5ˊ ali odstranitev 3ˊ koncev linearne verige DNA 
Za zapolnitev 5ˊ oziroma odstranitev 3ˊ koncev linearne verige DNA smo uporabili Klenow 
fragment (Thermo Fischer Scientific). Klenow fragment ima 5ˊ→ 3ˊ polimerazno aktivnost in 
3ˊ→ 5ˊ eksonukleazno aktivnost. Reakcijska mešanica, s končnim volumnom 40 µL, je 
vsebovala DNA, dNTP, Klenow fragment in pufer glede na navodila proizvajalca. Reakcijsko 
mešanico smo inkubirali 30 min–1 h na sobni temperaturi in jo inaktivirali z inkubacijo 10 min 
pri 75 °C. 
3.3.2.10 Izolacija in čiščenje fragmentov DNA iz agaroznega gela 
Iz agaroznega gela smo izrezali, izolirali in očistili plazmide in pomnožke PCR po restrikciji 
in/ali defosforilaciji in tretiranju s Klenowim fragmentom, ki smo jih po elektroforezni ločitvi 
vizualizirali z UV presvetljevalnikom. S sterilnim skalpelom smo izrezali ustrezno velik 
fragment DNA. Košček gela s fragmentom smo stehtali in shranili v sterilni 2–mL centrifugirki 
Eppendorf. DNA smo iz izrezanih agaroznih blokov očistili in izolirali s komercialnim 
kompletom Epoch po navodilih proizvajalca. V zadnji stopnji smo DNA eluirali v 30 µL dH₂O. 
3.3.2.11 Določanje koncentracije  izrezanih fragmentov DNA 
Za določanje koncentracije izrezane DNA smo ponovili agarozno gelsko elektroforezo. 
Pripravili smo 0,8 % (w/v) agarozni gel in v jamice nanesli 4 µL izrezanega plazmida DNA z 
1 µL nanašalnega pufra 6 x LD. Za določanje količine smo na gel nanesli tudi 4 µL označevalca 
velikosti DNA »λ  HindIII«. Uporabili smo program Quantity One (Bio-Rad), ki nam na podlagi 
intenzitete fragmentov markerja »λ  HindIII« omogoča določanje koncentracije DNA v vzorcih. 
3.3.2.12 Ligacija fragmentov DNA 
Glede na količine plazmidne DNA in pomnožkov PCR smo določili razmerje med vektorjem 
in vključkom. Vektor in vključek smo v ligacijsko zmes dodali v razmerju 1 : 5 ali 1 : 3 
(vektor:vključek), v reakcijski mešanici s končnim volumnom 15 µL. Uporabili smo ligazo T4 
(Thermo Fischer Scientific) z ligacijskim pufrom T4 po navodilih proizvajalca. Ligacijsko 
mešanico je sestavljalo 100 do 200 ng restrikcijskih produktov. Ligacija je potekala 1–2 h na 
sobni temperaturi v primeru ligacije lepljivih koncev oziroma preko noči v hladilniku v primeru 
ligacije topih koncev. Pri ligaciji topih koncev smo v ligacijsko mešanico dodali PEG 400.  
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3.3.3 Priprava kompetentnih celic in transformacija  
3.3.3.1 Priprava eletrokompetentnih celic E. coli DH10β in E. coli ET12567 
Za vnos plazmidnega vektorja z vključkom smo pripravili kompetentne celice E. coli DH10β. 
Za vnos plazmidov v S. rimosus smo pripravili nemetilirane plazmide, z vnosom v E. coli 
ET12567. 
V dve erlenmajerici s 50 mL tekočega gojišča 2TY, smo inokulirali po eno svežo kolonijo 
izhodnega seva E. coli s trdnega gojišča 2TY in stresali 24 ur pri 37 °C in 220 rpm. Nato smo 
z 2 mL prekonočne kulture inokulirali 4 krat po 200 mL tekočega gojišča 2TY in stresali, dokler 
optična gostota ni dosegla OD600 = 0,9. Potem smo vse erlenmajerice z bakterijskimi kulturami 
ohladili na ledu (30 min). Ohlajene celice smo prelili v hladne 250 mL centrifugirke in 
centrifugirali 10 min pri 4000 rpm in 4 °C. Odlili smo supernatant, celice resuspendirali v 
100 mL hladnega HEPES-a in ponovno centrifugirali. Zopet smo odlili supernatant, celice 
resuspendirali v 50 mL hladnega HEPES-a, združili vsebini iz 2 centrifugirk in centrifugirali. 
Nato smo odlili supernatant, celice resuspendirali v 50 mL 10 % glicerola/1 mM HEPES, 
združili vsebino obeh centrifugirk in centrifugirali. Po centrifugiranju smo odlili supernatant in 
pelet resuspendirali v 2,5 mL 10 % glicerola/1 mM HEPES. Celice smo alikvotirali po 40 µL 
v ohlajene centrifugirke Eppendorf  in jih takoj shranili na –80 °C. 
3.3.3.2 Transformacija kompetentnih celic E. coli 
V 40 µL alikvota kompetentnih celic smo dodali 1 µL plazmidne DNA ali 2–3 µL ligacijske 
mešanice. Vsebino centrifugirke smo prenesli v ohlajeno kiveto in v elektroporatorju (Gene 
Pulser Bio-Rad) izvedli elektroporacijo (električna kapaciteta 25 µF in upornost 200 Ω). Po 
transformaciji smo v kiveto takoj dodali 1 mL tekočega gojišča 2TY, premešali s pipeto in 
prenesli v centrifugirko. Vsebino smo stresali 1 uro pri 37 °C in 300 rpm. Po stresanju smo 
celice nacepili na plošče 2TY, z ustreznim antibiotikom. Plošče 2TY smo inkubirali preko noči 
na 37 ali 28 °C. Kolonije, ki so zrasle na trdnih gojiščih, smo prenesli v 5 mL tekočega gojišča 
2TY z ustreznimi antibiotiki in jih stresali preko noči pri 28 °C na 220 rpm. 
3.3.3.3 Priprava kompetentnih celic S. rimosus white 
S 50 µL spor S. rimosus white smo inokulirali 5 mL tekočega gojišča TSB in stresali 24 ur pri 
28 °C in 220 rpm. Naslednji dan smo 100 mL tekočega gojišča TSB inokulirali z 1 mL 
prekonočne kulture in stresali 20 ur pri 28 °C in 220 rpm. Vsebino erlenmajerice smo po 
inkubaciji prelili v sterilne, ohlajene centrifugirke in jih 30 min inkubirali na ledu. Nato smo jih 
centrifugirali 10 min pri 9500 rpm in 4 °C. Pelet smo resuspendirali v 100 mL 10,3 % (w/v) 
ohlajeni raztopini saharoze in ponovno centrifugirali v ohlajeni centrifugi. V nadaljevanju smo 
spiranje ponovili s 50 mL hladne 10.3 % (w/v) raztopine saharoze in nato še z 10 mL 15 % 
(v/v) ohlajenega glicerola. Sledilo je resuspendiranje v 10 mL 15 % (v/v) ohlajenega glicerola 
z dodanim lizocimom v koncentraciji 300 µg/mL in stresali 30–50 min pri 37 °C in 220 rpm. 
Nato smo zmes centrifugirali v ohlajeni centrifugi 10 min pri 9500 rpm in pelet dvakrat spirali 
z 20 mL 15 % (v/v) ohlajenega glicerola. Na koncu smo usedlino celic resuspendirali v 1–5 mL 
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pufra ET. Suspenzijo celic smo razdelili po 50 µL v centrifugirke in jih do uporabe hranili pri 
–80 °C. 
3.3.3.4 Elektroporacija kompetentnih celic sevov S. rimosus white s plazmidno DNA 
Nemetilirane plazmidne DNA smo vnesli v celice S. rimosus white. Uporabljali smo 
elektroporator MicroPulser (Bio-Rad), ki smo ga nastavili na električni pulz 2 Kv (električna 
kapaciteta 25 µF in upornost 600 Ω). Elektrokompetentne celice smo iz –80 °C odtalili na ledu, 
jim dodali 500–900 ng DNA, dobro premešali in prenesli v ohlajeno elektroporacijsko kiveto 
(kivete z 0,2 cm odprtino). Izvedli smo elektroporacijo in v kiveto dodali 1 mL tekočega gojišča 
TSB, premešali in vse skupaj prenesli v sterilno 5–mL centrifugirko. Celice smo inkubirali 3–
4 h pri 28 °C. Po končani inkubaciji smo celično suspenzijo centrifugirali (3000 × g, 10 min), 
resuspendirali v 100 µL TSB in vse razmazali na trdna gojišča TSA z ustreznim antibiotikom. 
Gojišča s transformantami smo inkubirali 3 dni pri 28 °C. Antibiotik je bil dodan za selekcijo 
transformant, saj imajo plazmidi  zapis za odpornost proti določenemu antibiotiku. 
3.3.4 Retransformacija 
V primeru transformant S. rimosus z replikativnim plazmidom smo preverjali prisotnost 
vnesenega insetra z metodo retransformacije (angl. plasmid rescue). Iz transformant S. rimosus 
smo izolirali plazmidno DNA (poglavje 3.3.3.2). Plazmidno DNA smo nato transformirali v 
kompetentne celice E.coli DH10β (poglavje 3.3.4.2). Iz transformant smo izolirali plazmidno 
DNA (poglavje 5.3.2.1) in plazmid preverili z restrikcijo. 
3.3.5 Iskanje zapisov za pot MEV in DXP v genomu S. rimosus 
S pomočjo homolognih sekevnc smo v genomu S. rimosus ATCC 19070 poiskali zapis za 
mevalonatno ali pot deoksiksiluloza-5-fosfata (DXP). Z iskanjem po bazi NCBI (angl. National 
Center for Bioitechnology Infromation) smo poiskali nukleotidna zaporedja operonov za 
mevalonatno pot iz različnih sevov streptomicet. Za pot DXP smo poiskali zapise za posamezne 
encime te poti iz različnih streptomicet. To smo uporabili kot matrico za iskanje homolognih 
regij v genomu, za kar smo uporabili program Geneious (verzija 11.1.3). Na podlagi dobljenih 
rezultatov smo s pomočjo programa Geneious, orodja BLAST identificirali zapise za encime 
poti DXP v genomu S. rimosus ATCC 19070  in jim tako določili lokacijo na kromosomu. 
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4.1 PRISOTNOST POTI MEV OZIROMA DXP V STREPTOMICETAH 
S pregledom literature in baze Nukleotidi (angl. Nucleotide) v zbirki NCBI  smo identificirali 
sekvence operonov za mevalonatno pot v različnih streptomicetah (Preglednica 14). 
Preglednica 14: Seznam sevov bakterij rodu Streptomyces, ki imajo gene za mevalonatno biosintezno pot. 






MEV Streptomyces sp. 
CL190 
Takagi in sod., 
2000 (10894721) 







Seeger in sod., 
2011 (21342470) 




HMG-CoA reduktaza, HMG-CoA 
sintaza 
HQ228364.1 
MEV Streptomyces sp. 
KO-3988 
 
Kawasaki in sod., 
2004 (15712669) 
 











Arens in sod., 
2015 (25814608) 
 





MEV Streptomyces sp. 
WT6 
 
Wang in Qin, 
2014 
 
HMG-CoA reduktaza, HMG-CoA 




MEV Streptomyces sp. 
WT3 
 
Wang in Qin, 
2014 
Mevalonat kinaza,          
difosfomevalonat dekarboksilaza, 
fosfomevalonat kinaza, HMG-CoA 
sintaza 
JQ432566.1 
MEV Streptomyces sp. 
WT5 
 
Wang in Qin, 
2014 
HMG-CoA sintaza, HMG-CoA 
reduktaza, izopentenildifosfat 
izomeraza, fosfomevalonat kinaza, 
mevalonat difosfat dekarboksilaza, 
mevalonat kinaza 
JN402323.1 
¹MEV (mevalonatna pot) je biosintezna pot po kateri nastane intermediat IPP.  
²PMID (angl. PubMed identifier) je unikatna številka dodeljena vsakemu članku, ki je objavljen v spletni baz 
PubMed. 
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4.1.1 Iskanje zapisov za pot MEV in DXP v genomu S. rimosus 
V podatkovni zbirki NCBI smo identificirali zapise za operone mevalonatne poti v različnih 
vrstah Streptomyces (Preglednica 14). Zaporedja smo uporabili kot matrico za iskanje 
homolognih proteinov v genomu S. rimosus ATCC 19070. Rezultati naše analize so pokazali, 
da v preiskovanem genomu S. rimosus ATCC 19070 ni zapisa za encime mevalonatne poti. 
V podatkovni zbirki NCBI in literaturi nismo našli anotiranih sekvenc operonov poti DXP v 
streptomicetah. Uspeli smo identificirati posamezne encime poti DXP pri različnih vrstah 
Streptomyces. Te posamezne encime smo potem uporabili kot matrico za iskanje homolognih 
proteinov v genomu S. rimosus ATCC 19070. S pomočjo metode blast smo na različnih 
lokacijah v genomu identificirali gene poti DXP v S. rimosus ATCC 19070 (Preglednica 15). 
Identificirali smo vse encime, ki omogočajo nastanek IPP oziroma DMAP po poti DXP. 
Nekateri encimi se pojavijo v genomu S. rimosus ATCC 19070 tudi dvakrat (Slika 16). 
Ugotovili smo, da so encimi poti DXP razpršeni po različnih lokacijah v genomu S. rimosus 
ATCC 19070. 
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Slika 16: Encimi biosintezne poti DXP, ki smo jih identificirali v genomu S. rimosus ATCC 19070, so označeni z 
* (prisotna 1 sekvenca v genomu) in ** (prisotni 2 sekvenci v genomu). 
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Preglednica 15: Encimi biosintezne poti DXP, ki so v genomu S. rimosus ATCC 19070 in njihova lokacija na 
kromosomu ter njihova dolžina. 
Encim Lokacija na kromosomu dolžina 
[ak] 
DXP sintaza (Dxs) 1 7,258,504 -> 7,260,475 656 
DXP sintaza (Dxs) 2 7,974,457 -> 7,976,334 625 
DXP reduktoizomeraza (IspC) 6,715,185 -> 6,716,458 423 
MEP citidiltransferaza (IspD) 5,457,115 -> 5,457,900 261 
CDP-ME kinaza (IspE) 3,778,969 <- 3,779,874 301 
MEcCP sintaza (IspF) 5,457,893 -> 5,458,393 166 
HMB-PP sintaza (IspG) 1 7,973,262 -> 7,974,398 397 
HMB-PP sintaza (IspG) 2 6,717,933 -> 6,719,090 385 
HMB-PP reduktaza (IspH) 1 8,817,899 -> 8,818,898 332 
HMB-PP reduktaza (IspH) 2 5,935,451 -> 5,936,370 305 




Smer puščice (-> in <-) v preglednici 15 predstavlja smer prepisovanja gena. 
 
4.2 KONSTRUKCIJA PLAZMIDNIH VEKTORJEV Z MEVALONATNO 
BIOSINTEZNO POTJO 
Gene za mevalonatno pot iz S. cinnamonensis (Preglednica 16) in K. griseola (Preglednica 17) 
smo klonirali v integrativni (pAB04) in replikativni vektor (pVF) s pomočjo predhodno 
pripravljene kasete (Slika 17). Kaseta, s promotorji in dodanimi restrikcijskimi encimi je 
rezultat predhodnega dela v laboratoriju dveh doktorskih študentov, dr. V. Magdevske in dr. A. 
F. Carrillo Rincona (Carrillo Rincon in sod., 2018). V primeru integrativnega vektorja smo 
uporabili močan konstitutiven promotor biosintezne poti eritromicina (erm*), saj omogoča 
močno izražanje heterolognih proteinov. V primeru replikativnega vektorja smo uporabili 
šibkejši tetraciklinski promotor (tcp830), ki je v nekaterih sevih streptomicet inducibilen, a v S. 
rimosus deluje kot konstitutiven promotor (Carrillo Rincon in sod., 2018). 
Delo opravljeno v okviru te magistrske naloge je potekalo v sklopu večjega projekta na 
terpenoidih, ki poteka na Katedri za biotehnologijo, mikrobiologijo in varnost živil, Oddelek za 
živilstvo. Nekateri vektorji so plod predhodnega dela raziskovalca dr. A. F. Carrillo Rincon in 
magistrske študentke M. Remškar. 
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Slika 17: Kaseta, ki smo jo uporabili, in položaj restrikcijskih mest za restrikcijske encime glede na promotor. 
4.2.1 Mevalonatna pot iz bakterije Streptomyces cinnamonensis 
Zapis za mevalonatno pot iz bakterije S. cinnamonensis (MEVC) je sestavljen iz 5 genov, ki 
kodirajo ključne encime za tvorbo IPP (opisano v poglavju 2.2.4.1 in so navedeni v Preglednica 
16). Seeger in sod. so leta 2011 v članku objavili zapis MEVC z NCBI akcesijsko številko 
HQ228364.1. Izolacija genomske DNA iz bakterije S. cinnamonensis je bila rezultat 
predhodnega dela v laboratoriju. Gene MEVC smo pomnožili s PCR in jih klonirali v 
integrativni plazmid pAB04 in replikativni plazmid pVF. 
Preglednica 16: Seznam genov, encimov in njihova vloga v mevalonatni biosintezni poti iz bakterije 
S. cinnamonensis. 
Gen Encim Vloga 
Hmgs HMG-CoA sintaza Dodatek ene molekule acetil-CoA k 
acetoacetil-CoA in nastank HMG-
CoA 
Hmgr HMG-CoA reduktaza Redukcija HMG-CoA do mevalonata 
Mk Mevalonat kinaza Fosforilacija mevalonata in nastanek 
5-fosfomevalonata 
Pm 5-fosfomevalonat kinaza Fosforilacija 5-fosfomevalonata do 
5-difosfo-mevalonata 
Mdpd 5-difosfo-mevalonat dekarboksilaza Dekarboksilacija 5-difosfo-
mevalonata do IPP 
4.2.1.1 Konstrukcija integrativnega plazmida pAB04 erm* MEVC 
V plazmid pAB04 erm* ppA (Carrillo Rincon in sod., 2018) smo s postopki molekularnega 
kloniranja vstavili s PCR pomnožene zapise za mevalonatno pot MEVC (Slika 18). Z 
restrikcijskima encimoma NdeI in XbaI smo rezali plazmid in pomnožek PCR z zapisom za 
mevalonatno pot. Plazmidu smo z dodatkom alkalne fosfataze (AP) odstranili 5ˊ fosfatni konec 
linearne verige DNA. Iz plazmida pAB04 erm* ppA smo izrezali zapis ppA. S pomočjo ligaze 
T4 smo v vektor vstavili pomnožene zapise za mevalonatno pot iz S. cinnamonensis (MEVC) s 
strukturo NdeI-MEVC-XbaI (Slika 19). Nastali integrativni plazmid smo označili pAB04 erm* 
MEVC. 
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Slika 18: Konstrukt MEVC in geni. 
 
Slika 19: Konstrukcija plazmida pAB04 erm* MEVC. Ima gen za odpornost proti tistreptonu (tio) za selekcijo v 
streptomicetah, gen za odpornost proti apramicinu (apr) za selekcijo v E. coli, promotor erm*, integracijsko 
mesto iz faga (phiC31) in gen za mevalonatno pot (mevc). 
Pripravljene plazmide smo po ligaciji s transformacijo vnesli v kompetentne celice E. coli 
DH10β. Iz transformant, ki so zrasle na trdnih selektivnih gojiščih 2TY Apr pAB04 erm* 
MEVC, smo izolirali plazmidno DNA. Uspešnost ligacije smo potrdili z restrikcijo z encimom 
EcoRI in razrezano DNA ločili z agarozno gelsko elektroforezo. Po restrikciji z EcoRI smo 
dobili pričakovani restrikcijski profil: 7902 bp, 5054 bp in 615 bp kar je prikazano na sliki 20. 
ppA 
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Slika 20: Preverjanje plazmida pAB04 erm* MEVC z restrikcijskim encimom EcoRI. Dobili smo pričakovani 
restrikcijski profil: 7902 bp, 5054 bp in 615 bp. 
4.2.1.2 Konstrukcija replikativnega plazmida pVF tcp830 MEVC 
V plazmid pVF smo s postopki molekularnega kloniranja vstavili gene za mevalonatno pot iz 
bakterije S. cinnamonensis s promotorjem tcp830 in naredili plazmid pVF tcp830 MEVC. 
Najprej smo konstruirali plazmid  pEX-A2 tcp830 MEVC, da smo pred gene za mevalonatno 
pot vstavili promotor tcp830.  
V plazmid pEX-A2 tcp830 PUFA (dr. A. F. Carrillo Rincon in M. Remškar) smo s postopki 
molekularnega kloniranja vstavili, s PCR pomnožene, zapise za mevalonatno pot iz bakterije S. 
cinnamonensis. Z restrikcijskima encimoma NdeI in XbaI smo rezali plazmid in pomnožek PCR 
za mevalonatno pot MEVC. Plazmidu smo  z dodatkom alkalne fosfataze (AP) odstranili 5ˊ 
fosfatni konec linearne verige DNA. Iz plazmida pEX-A2 tcp830 PUFA smo izrezali gen 
PUFA. S pomočjo ligaze T4 smo v vektor vstavili pomnožene zapise za mevalonatno pot iz S. 
cinnamonensi s strukturo NdeI–MEVC–XbaI. S transformacijo smo replikativne plazmide 
vnesli v kompetentne celice E. coli DH10β. Iz transformant, ki so zrasle na trdnih selektivnih 
gojiščih 2TY Amp, smo izolirali plazmidno DNA, ki smo jo označili pEX-A2 tcp830 MEVC. 
Ligacijo smo potrdili z restrikcijo z NdeI/XbaI, fragmente DNA smo ločili z agarozno gelsko 
elektroforezo (Slika 21). 
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Slika 21: Preverjanje plazmida pEX-A2 tcp830 MEVC z restrikcijo z encimoma NdeI/XbaI. Dobili smo 
pričakovane velikosti fragmentov. 
Iz plazmida pEX-A2 tcp830 MEVC smo z restrikcijskimi encimi HindIII in XbaI izrezali gene 
za mevalonatno pot MEVC s promotorjem tcp830. Plazmid pVF smo rezali z encimoma EcoRI 
in XbaI. Nato smo rezanemu plazmidu in insertu zapolnili 5ˊ konce s  Klenowim fragmentom. 
S pomočjo ligaze T4 smo v rezani plazmid pVF vstavili gene za mevalonatno pot MEVC in 
promotor tcp830 (Slika 22). 
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Slika 22: Konstrukcija plazmida pVF tcp830 MEVC. Plazmid ima gen za odpornost proti tiostreptonu (tio), gen za 
odpornost proti ampicilinu (amp), gen za replikazo (rep), promotor tcp830 in gen za mevalonatno pot (mevc). 
S transformacijo smo plazmide oziroma ligacijsko mešanico vnesli v kompetentne celice E. coli 
DH10β. Iz transformant, ki so zrasle na trdnih selektivnih gojiščih 2TY Amp, smo izolirali 
plazmidno DNA. Uspešnost konstrukcije plazmida pVF tcp830 MEVC smo potrdili z 
restrikcijskim encimom NotI z ločitvijo fragmentove DNA z agarozno gelsko elektroforezo. 
Uranič I. Heterologno izražanje genov terpenoidne biosintezne poti v izbranih sevih Streptomyces sp.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2018  
41 
 
Restrikcijski profil plazmida se ujema s pričakovano dolžino fragmentov: 6134 bp, 4720 bp, 
2390 bp, 1402 bp, 490 bp in 306 bp (Slika 23). 
 
Slika 23: Preverjanje plazmida pVF tcp830 MEVC z restrikcijskim encimom NotI. Dobili smo pričakovani 
restrikcijski profil: 6134 bp, 4720 bp, 2390 bp, 1402 bp, 490 bp in 306 bp. 
4.2.2 Mevalonatna pot iz bakterije Kitasatospora griseola 
Zapis za mevalonatno pot iz bakterije K. griseola (MEVK) je sestavljen iz petih genov, ki 
kodirajo ključne encime za tvorbo IPP (opisano v poglavju 2.2.4.1 in so navedeni v Preglednici 
17). Zapis za mevalonatno pot iz bakterije K. griseola, so Arnes in sodelavci, leta 2015 objavili 
v članku s številko NCBI dostopa NZ_JXZB01000002.1. Izolacija genomske DNA iz bakterije 
K. griseola je bila rezultat predhodnega dela v laboratoriju. Gene MEVK smo pomnožili s PCR 
in jih klonirali v plazmid pEX-A2 tcp830 in pVF tcp830. 
Preglednica 17: Seznam genov, encimov in njihova vloga v mevalonatni biosintezni poti iz bakterije K. griseola. 
Gen Encim Vloga 
Hmgs HMG-CoA sintaza Dodatek ene molekule acetil-CoA na 
acetoacetil-CoA in nastanek HMG-
CoA 
Hmgr HMG-CoA reduktaza Redukcija HMG-CoA do mevalonata 
Mevk Mevalonat kinaza Fosforilacija mevalonata in nastanek 
5-fosfomevalonata 
Pmevk 5-fosfomevalonat kinaza Fosforilacija 5-fosfomevalonata do 
5-difosfo-mevalonata 
Mdpd 5-difosfo-mevalonat dekarboksilaza Dekarboksilacija 5-difosfo-
mevalonata do IPP. 
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4.2.2.1 Konstrukcija replikativnega plazmida pEX-A2 tcp830 MEVK in integrativnega 
plazmida pAB04 erm* MEVK 
Za lažjo konstrukcijo plazmidov pEX-A2 tcp830 MEVK in pAB04 erm* MEVK smo najprej 
skonstruirali plazmid pUC19 MEVK. Z encimoma EcoRI in NdeI smo razrezali plazmid pUC19 
in PCR pomnožek zapisa za mevalonatno pot iz bakterije K. griseola. S pomočjo ligaze T4 smo 
v razrezani plazmid pUC19 vstavili gene za mevalonatno pot. S transformacijo smo plazmide 
vnesli v kompetentne celice E. coli DH10β. Iz transformant, ki so zrasle na trdnih selektivnih 
gojiščih 2TY Amp, smo izolirali plazmidno DNA. Ligacijo plazmida pUC19 MEVK smo 
potrdili z restrikcijo z NdeI/EcoRI, fragmente DNA smo ločili z agarozno gelsko elektroforezo 
(Slika 25). 
 
Slika 24: Konstrukt MEVK in geni. 
 
 
Slika 25: Preverjanje plazmida pUC19 MEVK z restrikcijo z encimoma NdeI/EcoRI. Dobili smo pričakovane 
velikosti fragmentov. 
Nato smo plazmid pUC19 MEVK rezali z encimom EcoRI in dodali Klenow fragment, za 
zapolnitev 5ˊ linearnih koncev. Plazmida pEX-A2 tcp830 ppA in pAB04 erm* ppA smo najprej 
rezali z encimom XbaI in dodali Klenow fragment. V naslednjem koraku smo vse tri plazmide 
(pUC19 MEVK, pEX-A2 tcp830 ppA, pAB04 erm* ppA) rezali z encimom NdeI in plazmida 
pEX-A2 tcp830 ppA in pAB04 erm* ppA defosforilirali z alkalno fosfatazo (FastAP). V oba 
plazmida smo, s pomočjo ligaze T4, vstavili gene za mevalonatno pot, ki smo jih prej izrezali 
iz plazmida pUC19 MEVK. Konstrukcija integrativnega plazmida pAB04 erm* MEVK (Slika 
28) ni uspela. Težave smo imeli z ligacijo, saj je po transformaciji zraslo malo kolonij in 
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restrikcijski profil plazmidne DNA teh kolonij ni bil ustrezen. Uspešno pa smo konstruirali 
replikativni plazmid pEX-A2 tcp830 MEVK (Slika 26). 
 
 
Slika 26: Konstrukcija plazmida pEX-A2 tcp830 MEVK. Plazmid pEX-A2 tcp830 MEVK ima gen za odpornost 
proti ampicilinu (amp), promotor tcp830 in gen za mevalonatno pot (mevk). 
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S transformacijo smo replikativne plazmide, po ligaciji pEX-A2 tcp830 MEVK,  vnesli v 
kompetentne celice E. coli DH10β. Iz transformant, ki so zrasle na trdnih selektivnih gojiščih 
2TY Amp, smo izolirali plazmidno DNA. Ligacijo plazmida pEX-A2 tcp830 MEVK smo 
potrdili z restrikcijo z NdeI/EcoRI, fragmente DNA smo ločili z agarozno gelsko elektroforezo 
(Slika 27). 
 
Slika 27: Preverjanje plazmida pEX-A2 tcp830 MEVK z restrikcijo z encimoma NdeI/EcoRI. Dobili smo 
fragmente pričakovane velikosti.  
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Slika 28: Konstrukcija plazmida PAB04 erm* MEVK, ki ga v obsegu magistrske naloge nismo uspeli dokončati. 
4.2.2.2 Konstrukcija replikativnega plazmida pVF tcp830 MEVK 
V plazmid pVF (Carrillo Rincon in sod., 2018) smo s postopki molekularnega kloniranja 
vstavili, PCR pomnožene, zapise za mevalonatno pot iz bakterije K. griseola. Plazmid pVF smo 
razrezali z restrikcijskim encimom EcoRI in mu z dodatkom alkalne fosfataze (FastAP) 
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odstranili 5ˊ fosfatni konec linearne verige DNA. Zapise za mevalonatno pot MEVK smo z 
restrikcijskim encimom EcoRI izrezali iz plazmida pEX-A2 tcp830 MEVK. S pomočjo ligaze 
T4 smo pomnožene zapise za mevalonatno pot tcp830 MEVK vstavili v vektor pVF (Slika 29). 
 
Slika 29: Konstrukcija plazmida pVF tcp830 MEVK. Plazmid ima gen za odpornost proti tiostreptonu (tio), gen za 
odpornost proti ampicilinu (amp), gen za β-galaktozidazo (lacZ), gen za replikacijo (rep), promotor tcp830 in gen 
za mevalonatno pot (mevk). 
Ligacijsko mešanico smo s transformacijo vnesli v kompetentne celice E. coli DH10β. 
Transformirane celice smo gojili na trdnih selektivnih gojiščih 2TY Amp. Celicam smo izolirali 
plazmidno DNA in uspešnost ligacije preverili z restrikcijo z encimomoma NdeI/XbaI in rezano 
DNA ločili z agarozno gelsko elektroforezo. Uspešno konstruiran plazmid pVF tcp830 MEVK 
smo potrdili s pričakovano dolžino fragmentov: 7971 bp, 5265 bp, 1205 bp, 576 bp, 373 bp 
(Slika 30). 
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Slika 30: Preverjanje restrikcije plazmida pVF tcp830 MEVK z restrikcijo z encimoma NdeI/XbaI. 
4.2.3 Elektroporacija S. rimosus white 
S transformacijo smo v kompetentne celice S. rimosus white vnesli integrativni plazmid pAB04 
erm* MEVC in replikativni plazmid pVF tcp830 MEVC in pVF tcp830 MEVK. Uspešnost 
transformacije smo preverili z reakcijo PCR na osnovi kolonije pri plazmidih pAB04 erm* 
MEVC (Sliki 34 in 35) in pVF tcp830 MEVK (Sliki 37 in 38). PCR na osnovi kolonije smo pri 
vseh transformantah izvedli z dvema setoma začetnih oligonukleotidov Mevc1 in 2 ter Mevk1 
in 2. Pri začetnih oligonukleotidih Mevc1 je pričakovana velikost pomnožka 819 bp, pri Mevc2 
764 bp, pri Mevk1 794 bp in pri Mevk2 784 bp.  
 
Slika 31: Mesta prileganja začetnih oligonukleotidov Mevc1 in Mevc2. 
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Slika 32: Mesta prileganja začetnih oligonukleotidov Mevk1 in Mevk2. 
Pridobili smo 10 transformant S. rimosus pAB04 erm* MEVC (Slika 33), ki smo jih označili s 
številkami od 1 do 10. Z začetnimi oligonukleotidi Mevc1 (Slika 31) smo potrdili prisotnost 
začetnega dela sekvence MEVC pri štirih transformantah (pAB04 erm* MEVC  3, 8, 9, 10) in 
prisotnost zadnjega dela MEVC sekvence z Mevc2 (Slika 31) pri štirih transformantah (pAB04 
erm* MEVC 3, 8, 9, 10) . Pri štirih transformantah (pAB04 erm* MEVC  3, 8, 9, 10) smo z 
obema kompletoma začetnih oligonukleotidov (Mevc1 in 2) potrdili prisotnost MEVC genov. 
 
Slika 33: Transformanti S. rimosus pAB04 erm* MEVC 8 (levo) in pAB04 erm* MEVC 9 (desno). 
 
 
Slika 34: Potrjevanje prisotnosti operona v transformantah S. rimosus pAB04 erm* MEVC s PCR na osnovi 
kolonije. Pridobili smo 10 transformant, označene s številkami 1-10. Z začetnimi oligonukleotidi Mevc1 smo 
potrdili prisotnost gena pAB04 erm* MEVC v transformantah označenih s 3 in 10 (levo). Z začetnimi 
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oligonukleotidi Mevc2 so potrdili prisotnost gena pAB04 erm* MEVC v transformantah označenih s 3, 8, 9 in 10 
(desno). S črnim kvadratom je obkrožen cilni PCR produkt. 
 
Slika 35: Potrjevanje prisotnosti operona v transformantah S. rimosus pAB04 erm* MEVC s PCR na osnovi 
kolonije, s setom začetnih oligonukleotidov Mevc1 (slika je dopolnitev Slike 34). Prisotnost gena pAB04 erm* 
MEVC smo potrdili v transformantah označenih z 8 in 9. S črnim kvadratom je obkrožen ciljni PCR produkt. 
S transformacijo plazmida pVF tcp830 MEVK v S. rimosus white smo pridobili osem 
transformant (Slika 36), ki smo jih označili s številkami od 1 do 8.  
 
Slika 36: Transformanti pVF tcp830 MEVK 6 (desno) in pVF tcp830 MEVK 7 (levo). 
S PCR na osnovi kolonije smo z začetnimi oligonukleotidi Mevk1 (Slika 37) v štirih  
transformantah S. rimosus pVF tcp830 MEVK potrdili prisotnost zapisa za mevalonatno pot. 
Pozitivne so transformante pVF tcp830 MEVK 1, 3, 6 in 7. 
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Slika 37: Potrjevanje prisotnosti operona v transformantah S. rimosus pVF tcp830 MEVK s PCR na osnovi kolonije 
s setom začetnih oligonukletidov Mevk1. Pridobili smo osem transformant, ki smo jih označili s številkami 1-8. 
Prisotnost gena pVF tcp830 MEVK smo potrdili v transformantah označenih z 1, 3, 6 in 7. S črnim kvadratom je 
obkrožen ciljni PCR produkt. 
S PCR na osnovi kolonije smo z začetnimi oligonukleotidi Mevk2 (Slika 38) pri transformantah 
S. rimosus pVF tcp830 MEVK, potrdili prisotnost zapisa za mevalonatno pot pri petih 
transformantah. Plazmid vsebujejo transformante S. rimosus pVF tcp830 MEVK 3, 4, 5, 6 in 7. 
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Slika 38: Potrjevanje prisotnosti operona v transformantah S. rimosus pVF tcp830 MEVK s PCR na osnovi kolonije 
s setom začetnih oligonukletidov Mevk2. Pridobili smo osem transformant in jih označili s številkami 1-8. 
Prisotnost gena pVF tcp830 MEVK smo potrdili v transformantah označenih s 3, 4, 5, 6 in 7. S črnim kvadratom 
je obkrožen ciljni PCR produkt 
Pri treh transformantah S. rimosus white s plazmidom pVF tcp830 MEVK  (z ozanakami 3, 6 
in 7) smo s PCR na osnovi kolonije z obema setoma začetnih oligonukleotidov (Mevk1 in 2) 
potrdili prisotnost MEVK operona (Slika 37 in Slika 38). 
S transformacijo plazmida pVF tcp830 MEVC v kompetentne celice S. rimosus white smo 
pridobili sedem transformant S. rimosus pVF tcp830 MEVC (Slika 39), ki smo jih označili s 
številkami od 1 do 7. Transformante pVF tcp830 MEVC smo preverili z retransformacijo v 
kompetentne celice E. coli DH10β in restrikcijo plazmida z encimoma NotI in KpnI, ker reakcija 
PCR na osnovi kolonije ni uspela. Preverili smo 14 transformant z encimom NotI, pričakovali 
smo fragmente velikosti: 6134 bp, 4720 bp, 2390 bp, 1402 bp, 490 bp in 306 bp) (Slika 40) in 
sedem transformant z encimom KpnI, kjer smo pričakovali fragmente velikosti: 8919 bp in 
6523 bp (Slika 41). Dobljeni restrikcijski profil se ne ujema s pričakovanim. 
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Slika 39: Transformanti pVF tcp830 MEVC 1 (levo) in pVF tcp830 MEVC 2 (desno). 
 
 
Slika 40: Potrjevanje prisotnosti plazmida v transformantah S. rimosus pVF tcp830 MEVC z retransformacijo v 
kompetentne celice E. coli DH10β in restrikcijo plazmida z encimom NotI. Pričakovali smo fragmente velikosti: 
6134 bp, 4720 bp, 2390 bp, 1402 bp, 490 bp in 306 bp. Dobljeni restrikcijski profil se ne ujema s pričakovanimi 
velikostmi fragmentov. 
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Slika 41: Potrjevanje prisotnosti plazmida v transformantah S. rimosus pVF tcp830 MEVC z retransformacijo v 
kompetentne celice E. coli DH10β in restrikcijo plazmida z encimom KpnI. Pričakovali smo fragmente velikosti: 
8919 bp in 6523 bp. Dobljeni restrikcijski profil se ne ujema s pričakovanimi velikostmi fragmentov. 
4.3 KONSTRUKCIJA PLAZMIDNIH VEKTORJEV Z BIOSINTEZNO POTJO β-
KAROTENA 
4.3.1 Konstrukcija genov za sintezo β-karotena  
S pregledom literature smo za sintezo β-karotena izbrali gene iz bakterije Erwinia uredovora  
(Misawa in sod., 1990). Glede na podatke navedene raziskave, smo za potrebe naše raziskave 
v podjetju Eurofins (Luksemburg) naročili konstrukcijo omenjenih genov, ki nosijo zapis za 
biosintezo β-karotena in optimizacijo kodonov za S. rimosus. Zaporedje genov za sintezo 
β- karotena (BTC) je veliko 4554 bp, nosi zapis za CrtE-CrtY-CrtI-CrtB (Preglednica 18) in 
ima dodani restrikcijski mesti za restrikcijo z endonukleazo NdeI in XbaI (zaporedje v 
prilogi  A). 
Preglednica 18: Seznam genov, imena encimov in vloga genov, ki nosijo zapis za biosintezo β-karotena (prirejeno 
po Ye in Bathia, 2012). 
Gen Ime encima Vloga 
CrtE geranilgeranil pirofosfat sintaza Dodatek izoprenske enote na 
farnezil pirofosfat in nastanek 
geranilgeranil pirofosfat (GGPP). 
CrtB fitoen sintaza Združitev dveh molekul GGPP v 
fitoen. 
CrtI fitoen dehidrogenaza Desaturacija in izomerizacija 
fitoena, nastanek likopena. 
CrtY likopen β-ciklaza Ciklizacija terminalnih 
izoprenoidnih delov likopena. 
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Slika 42: Konstrukt z BTC geni. 
Iz konstruiranega plazmida pUC57 BTC (Eurofins) smo z restrikcijskima encimoma NdeI in 
XbaI izrezali gene za produkcijo β-karotena (Slika 43). Te zapise smo uporabili za vsa nadaljnja 
kloniranja. 
 
Slika 43: Restrikcija plazmida pUC57 BTC z restrikcijskima encimoma NdeI in XbaI. 
4.3.2 Konstrukcija replikativnega plazmida pEX-A2 tcp830 BTC 
Za konstrukcijo replikativnega plazmida pEX-A2 tcp830 BTC smo uporabili predhodno 
pripravljen plazmid pEX-A2 tcp830 MEVC, ki smo ga najprej rezali z restrikcijskima 
encimoma NdeI in XbaI in s tem smo izrezali gen za mevalonatno pot (MEVC). V tako razrezani 
plazmid s promotorjem tcp830 smo s pomočjo ligaze T4 vstavili gene za biosintezo β-karotena 
(BTC) (Slika 44). Te smo predhodno izrezali iz plazmida pUC57 BTC, kot je predstavljeno na 
sliki 43. 
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Slika 44: Konstrukcija plazmida pEX-A2 tcp830 BTC. Plazmid ima gen za odpornost proti ampicilinu (amp), 
promotor tcp830 in gene za sintezo β-karotena (BTC). 
Ligacijsko mešanico smo transformirali v kompetentne celice E. coli DH10β in jih gojili na 
trdnih selektivnih gojiščih 2TY Amp. Transformante smo nagojili in  izolirali plazmidno DNA 
in z restrikcijskim encimom preverili uspešnost konstrukcije plazmida pEX-A2 tcp830 BTC. 
Rezane dele plazmidne DNA smo ločili z agarozno gelsko elektroforezo. Pri restrikciji z 
encimom BamHI smo dobili pričakovane fragmente velikosti: 4581 bp in 2570 bp (Slika 45). 
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Slika 45: Preverjanje plazmida pEX-A2 tcp830 BTC z restrikcijo z encimom BamHI. Dobili smo pričakovani 
restrikcijski profil: 4581 bp in 2570 bp. 
4.3.3 Konstrukcija integrativnega plazmida pAB05 erm* BTC 
V integrativni plazmid pAB05 erm* smo s postopki molekularnega kloniranja, vstavili zapise 
za sintezo β- karotena (Slika 46). Plazmid pAB05 erm* xylE smo najprej rezali z restrikcijskima 
encimoma NdeI in XbaI in s tem izrezali gen xylE. V tako rezan plazmid smo s pomočjo ligaze 
T4 vstavili gene za sintezo β-karotena (BTC). Te smo predhodno izrezali iz plazmida pUC57 
BTC, kot je predstavljeno na sliki 43. 
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Slika 46: Konstrukcija plazmida pAB05 erm* BTC. Plazmid pAB05 erm* BTC ima gen za odpornost proti 
apramicinu (apr), gen za odpornost prosti tistreptonu (tio), gen za phiBT integrazo (int), gen za začetek replikacije 
(oriC), promotor erm* in gen za biosintezo β-karotena (BTC). 
Ligacijsko mešanico smo transformirali v kompetentne celice E. coli DH10β in jih gojili na 
trdnih selekcijskih gojiščih 2TY Apr. Transformante smo nato gojili in  izolirali plazmidno 
DNA in uspešnost konstrukcije integrativnega plazmida pAB05 erm* BTC preverili z 
restrikcijo z restrikcijskim encimom SacI. Rezano plazmidno DNA smo ločili z agarozno 
gelsko elektroforezo in dobili pričakovane velikosti fragmentov: 4154 bp, 2676 bp, 2386 bp, 
1021 bp in 751 bp (Slika 47). 
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Slika 47: Preverjanje plazmida pAB05 erm* BTC z restrikcijskim encimom SacI. Dobili smo pričakovani 
restrikcijski profil: 4154 bp, 2676 bp, 2386 bp, 1021 bp in 751 bp. 
4.3.4 Konstrukcija integrativnega plazmida pAB21 erm* BTC 
V integrativni plazmid pAB21 smo, s postopki molekularnega kloniranja, vstavili zapise za 
sintezo β-karotena (BTC) in promotor gena za eritromicinsko rezistenco (erm*). Predhodno 
pripravljen plazmid pAB05 erm* BTC in plazmid pAB21 smo rezali z restrikcijskima 
encimoma XbaI in EcoRI. S tem smo iz plazmida pAB05 erm* BTC izrezali gen erm* BTC in 
ga s pomočjo ligaze T4 vstavili v rezan plazmid pAB21 (Slika 48). 
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Slika 48: Konstrukcija plazmida pAB21 erm* BTC. Plazmid pAB21 erm* BTC ima gen za odpornost proti 
ampicilinu (amp), gen za odpornost proti eritromicinu (erm), gen za phiC31  integrazo (int), promotor erm* in gen 
za sintezo β-karotena (BTC). 
Ligacijsko mešanico smo transformirali v kompetentne celice E. coli DH10β in jih gojili na 
trdnem selektivnem gojišču 2TY Amp. Zraslim transformantam smo izolirali plazmidno DNA 
in uspešnost konstrukcije integrativnega plazmida pAB21 erm* BTC preverili z restrikcijskim 
encimom KpnI. Rezano plazmidno DNA smo ločili z agarozno gelsko elektroforezo in dobili 
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pričakovane velikosti fragmentov: 4847 bp, 3729 bp, 1775 bp, 1630 bp, 1033 bp in 585 bp 
(Slika 49). 
 
Slika 49: Preverjanje plazmida pAB21 erm* BTC z restrikcijskim encimom KpnI. Dobili smo pričakovani 
restrikcijski profil: 4847 bp, 3729 bp, 1775 bp, 1630 bp, 1033 bp in 585 bp. 
4.3.5 Konstrukcija integrativnega plazmida pAB04 erm* MEVC erm* BTC 
V integrativni plazmid pAB04 erm* MEVC smo želeli s postopki molekularnega kloniranja 
ustaviti gene za sintezo β-karotena (BTC), skupaj s promotorjem gena za eritromicinsko 
rezistenco (erm*). Plazmid pAB04 erm* MEVC smo rezali z restrikcijskim encimom BspOI in 
ga tretirali s Klenowim fragmentom in alkalno fosfatazo (AP). Plazmid pAB05 erm* BTC pa z 
restrikcijskima encimoma XbaI in EcoRI in s tem izrezali gene za produkcijo β-karotena in 
promotor ter izrezani del tretirali s Klenowim fragmentom. Nato smo s pomočjo ligaze T4 v 
rezani vektor pAB04 erm* MEVC vstavili promotor in gene za sintezo β-karotena (Slika 50). 
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Slika 50: Konstrukcija plazmida pAB04 erm* MEVC erm* BTC. V obsegu te magistrske naloge nam ni uspelo 
dokončati priprave tega konstrukta. 
Ligacijsko mešanico smo transformirali v kompetentne celice E. coli DH10β in jih gojili na 
trdnem selektivnem gojišču 2TY Apr. Izbrali smo 160 transformant in jim izolirali plazmidno 
DNA ter velikost plazmidov pAB21 erm* BTC določili z agarozno gelsko elektroforezo. 
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Velikost izoliranih plazmidov (več kot 150) ni ustrezala pričakovani velikosti 20817 bp (Slika 
51). 
 
Slika 51: Preverjanje velikosti plazmidne DNA po ligaciji pAB04 erm* MEVC in erm* BTC. Noben fragment ni 
pričakovane velikosti: 20817 bp. 
4.3.6 Konstrukcija replikativnega plazmida pVF tcp830 MEVC tcp830 BTC 
V plazmid pVF tcp830 MEVC smo s postopki molekularnega kloniranja načrtovali vnos genov 
za sintezo β-karotena (BTC) skupaj s promotorjem tcp830. Gene tcp830 BTC smo z 
restrikcijskima encimoma HindIII in XbaI izrezali iz plazmida pEX-A2 tcp830 BTC in jih s 
pomočjo ligaze T4 ligirali v plazmid pVF tcp830 MEVC, ki smo ga rezali z encimom MauBI 
in dodali Klenow fragment (Slika 52). 
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Slika 52: Konstrukcija plazmida pVF tcp830 MEVC tcp830 BTC. Konstrukcija plazmida nam v obsegu te 
magistrske naloge ni uspela. 
Ligacijsko mešanico smo transformirali v kompetentne celice E. coli DH10β in jih gojili na 
trdnem selektivnem gojišču 2TY Amp. Izbrali smo transformante in jim izolirali plazmidno 
DNA ter velikost plazmidov pVF tcp830 MEVC tcp830 BTC določili z agarozno gelsko 
elektroforezo. Plazmidna DNA na gelu ni bila vidna. 
4.3.7 Elektroporacija S. rimosus white pAB04 erm* MEVC 
Konstruirane integrativne plazmide z mevalonatno potjo pAB04 erm* MEVC smo 
transformirali in potrdili v S. rimosus white (poglavje 4.2.3). Iz transformant, pri katerih smo s 
PCR na osnovi kolonije potrdili prisotnost genov MEVC, smo pripravili kompetentne celice. 
Nato smo z elektroporacijo v kompetentne celice  pAB04 erm* MEVC transformrali 
integrativni plazmid pAB05 erm* BTC in pAB21 erm* BTC, ki imata gene za sintezo β-
karotena. Transformacija teh plazmidov ni uspela, saj po transformaciji na gojiščih ni zrasla 
nobena kolonija. 
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Cilj magistrske naloge je bil heterologno izraziti gene za biosintezo izopentenil difosfata (IPP) 
in gene za pretvorbo IPP v β-karoten v S. rimosus. Bakterije S. rimosus  uvrščamo med zanimive 
gostitelje za heterologno produkcijo, saj so za njihovo manipulacijo razvita številna genetska 
orodja hkrati pa ima številne pozitivne lastnosti heterolognega gostitelja (Magdevska, 2010; 
Carrillo Rincon in sod., 2018). 
β-karoten uvrščamo med karotene, to so karotenoidi brez kisikovega atoma (Ye in Bhatia, 
2012). Karotenoidi spadajo med izoprenoide, ki imajo pomembno vlogo v fizioloških procesih 
(Kluger in Eastman, 2008), vse več se raziskuje tudi njihov potencial v zdravstvu in proizvodnji 
biogoriv (Eisenreich in sod., 2004; George in sod., 2015). Zaradi značilnih barv in 
antioksidativnih lastnosti so karotenoidi uporabni na številnih področjih (Ye in Bhatia, 2012). 
Dodajanje karotenoidov (astaksantin) v prehrano nekaterih živali (losos, flamingo) vpliva na 
pigmentacijo tkiva in izboljšuje imunski sistem (Nisar in sod., 2015). Poleg tega so v uporabi 
kot prehranski dodatki in sestavine kozmetičnih izdelkov (barvila in dišave) (Ye in Bhatia, 
2012; Martin in sod., 2003). Kot antioksidanti naj bi preprečevali nastanek rakavih obolenj, 
koronarnih obolenj in bolezni oči (Ye in Bhatia, 2012). 
Njihovo pridobivanje poteka s kemično sintezo in izolacijo iz rastlin ali mikroorganizmov 
(Albrecht in sod., 1999). Lutein in likopen sta izolirana iz rastlin (paradižnik in ognjič) (Vilchez 
in sod., 2011), še vedno pa je večina karotenoidov kemično sintetiziranih iz petroleja (β-
karoten, astaksantin in kantaksantin) (Ye in Bhatia, 2012) ali pa iz prekurzorja β-ionona, ki 
nastane iz acetona ali butadiena (Riberio in sod., 2011). Kemična produkcija je zaradi 
raznolikosti in strukture karotenoidov draga in zapletena, zato se iščejo alternativne možnosti 
produkcije v različnih produkcijskih bakterijskih sevih (Martin in sod., 2003). Biotehnološko 
β-karoten sintetizirajo z mikroalgami, filamentoznimi glivami, bakterijami in kvasovkami 
(Preglednica 2) ali z ekstrakcijo iz zelenjave. Kljub zanimanju in prizadevanjem z 
biotehnološkimi metodami nastane le 2 % vsega β-karotena, ki ga proizvedejo (Riberio in sod., 
2011). 
Za sintezo karotenoidov je potreben intermediat izopentenil difosfat (IPP) oziroma njegov 
izomer dimetilalil fosfat (DMAPP), ki lahko nastane po mevalonatni poti (MEV) ali po poti 
dioksiksiluloza-5-fosfata (DXP). S pregledom literature in z bioinformacijsko analizo podatkov 
v bazi NCBI smo našli anotirane sekvence poti MEV pri različnih vrstah Streptomyces. Phelan 
in sodelavci (2014) navajajo, da v streptomicetah prevladuje pot DXP. Z iskanjem po bazi 
NCBI nismo našli anotiranih operonov poti DXP v streptomicetah, zato smo se lotili iskanja 
posameznih encimov za pot DXP v streptomicetah. Pridobili smo številne zadetke (Priloga B), 
ki smo jih potem uporabili kot matrico za iskanje v genomu S. rimosus ATCC 19070. Našli 
smo sekvence za vse encime poti DXP, nekateri so se pojavili v genomu celo dvakrat. Večina 
sekvenc je razpršenih po genomu oziroma se združujejo največ trije geni. Da bi ugotovili ali 
imajo ta zaporedja vlogo pri izražanju izoprenoidnih metabolitov, bi morali v prihodnje 
pregledati regije v bližini teh zapisov. S tem bi lahko predvidevali kakšno vlogo imajo v 
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metabolizmu S. rimosus ATCC 19070. V prihodnosti pa bi bilo smiselno pomeriti koncentracijo 
IPP, da bi videli ali so nativni encimi za sintezo IPP aktivni ali ne. 
V bakteriji S. rimosus ATCC 19070 smo identificirali zapise za encime poti DXP (Preglednica 
15), kar pomeni da je velika verjetnost, da obstaja regulacija te poti. Zaradi tega smo se odločili, 
da v bakterijo S. rimosus vnesemo gene za pot MEV, ki se izraža pod konstitutivnimi 
promotorji, in se na ta način izognemo morebitnim težavam z nativno regulacijo regulacijo in 
morebitno neaktivnost encimov poti DXP v S. rimosus. 
V sodelovanju z dr. Felipe Carillo Rincon smo v nalogi smo konstruirali plazmide, ki imajo 
gene za mevalonatno pot (MEV). Gene za mevalonatno pot iz S. cinnamonensis (MEVC) in K. 
griseola (MEVK) smo v prvem delu naloge klonirali v integrativni (pAB04) in replikativni 
vektor (pVF) (Poglavje 4.2.1 in 4.2.2). Integrativni vektor (pAB04) smo izbrali zaradi močnega 
konstitutivnega promotorja (erm*), ki omogoča močno izražanje heterolognih genov v S. 
rimosus. Replikativni vektor pVF ima šibkejši promotor (tcp830), ki velja za inducibilni 
promotor. Vendar ta promoter v S. rimosus deluje kot konstitutiven (Carrillo Rincon in sod., 
2018). 
Uspešno smo konstruirali integrativni plazmid pAB04 s konstitutivnim promotorjem erm*, z 
geni za mevalonatno pot iz S. cinnamonensis  (pAB04 erm* MEVC) in replikativni plazmid s 
promotorjem tcp830, z MEVC (pVF tcp830 MEVC). Oba konstruirana plazmida smo 
transformirali v kompetentne celice S. rimosus white. Prisotnost integrativnega plazmida 
pAB04 erm* MEVC v S. rimosus smo preverili z metodo PCR na osnovi kolonije (Sliki 33 in 
34). Prisotnost smo, z obema setoma začetnih oligonukleotidov, potrdili pri štirih 
transformantah od desetih. To ne pomeni, da ostale kolonije nimajo zapisa za mevalonatno pot 
(MEVC), le da nismo dobili pomnožka pri PCR na osnovi kolonije. Prisotnost replikativnega 
plazmida pVF tcp830 MEVC  v S. rimosus nismo uspeli dokazati z metodo PCR na osnovi 
kolonije. Negativni rezultati PCR na osnovi kolonije ne pomenijo, da transformante nimajo 
inserta. Na reakcijo PCR na osnovi kolonije vpliva količina biomase, ki se uporabi v reakciji, 
poleg tega imajo lahko negativen vpliv ekstrakti  samih transformant. Zaradi tega smo poskusili 
prisotnost insertov potrditi z metodo re-transformacije plazmidne DNA iz S. rimosus v 
kompetentne celice E. coli. Pri tej metodi je na sliki agaroznega gela po restrikciji vidnih več 
fragmentov kot smo pričakovali (Sliki 40 in 41). Predvidevamo, da je razlog za to preureditev 
plazmida v bakteriji E. coli ali S. rimosus. Rezultati kažejo, da uporaba replikativnega vektorja 
z velikim številom kopij povzroči določene spremembe v plazmidu. Zato je možno, da ta 
metoda ni primerna za potrjevanje prisotnosti replikativnega plazmida v streptomicetah. Lahko 
da zaradi intenzivne replikacije plazmida  pVF tcp830 MEVC v S. rimosus pride do preureditve 
in nestabilnosti, zato ta plazmid ni najbolj uporaben vektor v tej bakteriji. 
Mevalonatno pot iz K. griseola (MEVK) smo uspešno vstavili v replikativni vektor in 
konstruirali replikativni plazmid pVF tcp830 MEVK (Slika 30). Plazmid smo transformirali v 
kompetentne celice S. rimosus white in prisotnost plazmida potrdili z metodo PCR na osnovi 
kolonije (Sliki 37 in 38). Zanimivo, da smo s PCR na osnovi kolonije v tem primeru potrdili 
prisotnost prvega in zadnjega gena, pri dokazovanju prisotnosti replikativnega plazmida pVF 
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tcp830 MEVC s postopkom PCR na osnovi kolonije in postopkom re-transformacije pa nismo 
uspeli pridobili pozitivnih rezultatov. Postopek potrjevanja je bil za oba konstrukta enak, zato 
nismo našli primerne razlage za neuspelo potrjevanje pri transformantah S.rimosus pVF tcp830 
MEVC. Gene za mevalonatno pot iz K. griseola smo želeli prenesti tudi v integrativni plazmid 
pAB04, vendar konstrukcija plazmida pAB04 erm* MEVK v obsegu te naloge ni uspela. 
Ligacijo integrativnega plazmida pAB04 erm* in inserta MEVK smo ponovili večkrat, vendar 
nikoli ni bila uspešna, oziroma je zraslo malo transformant in njihov restrikcijski profil ni 
ustrezal pričakovanim velikostim fragmentov. Pri konstrukciji tega plazmida gre za ligacijo s 
topim koncem, ki v osnovi velja za zahtevnejšo reakcijo, zato predvidevamo da je bila težava 
v pripravi topih koncev. 
V prvem delu te magistrske naloge smo torej uspešno konstruirali integrativni plazmid pAB04 
erm* MEVC in replikativna plazmida pVF tcp830 MEVC in pVF tcp830 MEVK. Pridobili smo 
transformante S. rimosus z integrativnim plazmidom pAB04 erm* MEVC in z replikativnima 
plazmidoma pVF tcp830 MEVC in pVF tcp830 MEVK. S PCR na osnovi kolonije smo v 
transformantah potrdili integrativni plazmid pAB04 erm* MEVC in replikativni plazmid pVF 
tcp830 MEVK. 
V drugem delu naloge smo konstruirali plazmide z geni za sintezo β-karotena iz bakterije 
Erwinia uredovora. Misawa in sodelavci (1990) so za potrditev prisotnosti genov za sintezo β-
karotena iz bakterije E. uredovora gene transformirali v bakterijo E. coli. Karotenoidi 
sintetizirani s to biosintezno potjo so po strukturi bolj podobni karotenoidom sintetiziranim v 
višjih rastlinah,  kot tistim pri bakterijah (Misawa in sod., 1990). Tudi v tej magistrski nalogi 
smo uporabili gene bakterije E. uredovora, optimizirali smo kodone in jih vnesli v integrativi 
in replikativni plazmid. Gene za sintezo β-karotena (BTC) smo v replikativni vektor pEX-A2 
vstavili pod promotor tcp830 (pEX-A2 tcp830 BTC). Uspešno smo konstruirali tudi 
integrativen plazmid pAB05 erm* BTC in pAB21 erm* BTC. 
V tretjem delu naloge smo poskusili konstruirati plazmid, ki bi imel oba zapisa, zapis za 
mevalonatno pot (MEVC) in zapis za sintezo β-karotena (BTC). Na ta način bi lahko z eno 
transformacijo v S. rimosus klonirali oba seta genov in se izognili težavam pri transformacijah 
več plazmidov.  
V integrativni plazmid pAB04 erm* MEVC smo skušali vnesti gene erm* BTC. Konstrukcija 
plazmida pAB04 erm* MEVC erm* BTC do sedaj ni bila uspešna.  Vsi plazmidi so bili po 
ligaciji manjši kot smo pričakovali (Slika 51). Razlog za neuspešno konstrukcijo je verjetno v 
veliki vsebnosti GC baznih parov ali zaradi velikosti plazmida, saj bi bil končni plazmid velik 
več kot 20 kb. Poskušali smo tudi s konstrukcijo replikativnega plazmida pVF tcp830 MEVC 
tcp830 BTC, ki prav tako ni uspela. Enako kot pri konstrukciji plazmida pAB04 erm* MEVC 
erm* BTC je tudi v tem primeru lahko problem v visoki GC vsebnosti ali velikosti plazmida. 
Plazmidi, ki smo jih uporabljali v magistrskem delu, so sestavljeni iz dveh delov. Iz dela, ki 
izhaja iz bakterije E. coli, ki omogoča replikacijo v bakteriji E. coli in iz dela, ki izhaja iz 
streptomicete, ki omogoča replikacijo v bakterijah Streptomyces. Plazmid ima zato dva različna 
dela z bistveno različno vsebnostjo GC baznih parov. Na enem delu je vsebnost večja od 70 % 
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in na drugem veliko manjša (okoli 50 %). Možno je, da to vpliva na replikacijski mehanizem 
in se zato pomnoži le del plazmida, ki nosi zapis za selekcijo v E. coli. Pri vseh konstrukcijah 
plazmidov v E. coli smo transformante gojili pri 28 °C in ne na 37 °C, ki je sicer najpogosteje 
uporabljena temperatura. S tem smo se poskusili izognili hitri replikaciji in izgubi posameznih 
segmentov konstruiranih plazmidov. Vendar v primeru teh plazmidov ta prilagoditev v 
temperaturi ni bila dovolj. Poleg tega pa je lahko velikost končnih plazmidov (približno 20 kb) 
veliko breme za rast E. coli.  
V zadnjem sklopu te naloge smo plazmide, ki imajo genski zapis za sintezo β-karotena, 
transformirali v kompetentne celice S. rimosus white, ki imajo potrjeno prisotnost genov za 
mevalonatno pot (pAB04 erm* MEVC). Transformante S. rimosus pAB04 erm* MEVC s tem 
plazmidom smo izbrali, ker imajo močan konstitutivni promotor, ki omogoča močno izražanje 
heterolognih genov z integrativnim plazmidom. Transformante S. rimosus pVF tcp830 
MEVC/MEVK smo opustili, saj so rezultati kazali, da prihaja do prerazporeditev teh plazmidov. 
Ugotovili smo, da so konstrukti z integrativnim plazmidom veliko bolj stabilni in zato bolj 
primerni za nadaljnje delo. Transformacija integrativnih plazmidov pAB05 erm* BTC in 
pAB21 erm* BTC  v kompetentne celice S. rimosus pAB04 erm* MEVC ni uspela. Razlog bi 
lahko bila toksičnost genov za sintezo β- karotena za celice S. rimosus. Tudi v primeru 
transformacije genov za sintezo β-karotena v celice E. coli smo imeli nekaj težav, saj so bile 
transformante manjše in so rasle bolj počasi (več kot 24 ur). Razlog za neuspešno konstrukcijo 
plazmidov, ki bi imeli zapis za mevalonatno pot in biosintezo β-karotena, je lahko tudi 
neučinkovita transformacija ali neuspešno pripravljene kompetentne celice. Na integracijo 
plazmidov vplivajo tudi mesta integracije. S. rimosus ima več phiC31 integracijskih mest 
(Carrillo Rincon, 2016). Integrativni plazmid pAB05 erm* BTC ima pav tako kot S. rimosus s 
plazmidom pAB04 erm* MEVC, phiC31 mesto integracije. To pomeni, da je phiC31  mesto z 
najučinkovitejšo integracijo v S. rimosus že zasedeno, zato je učinkovitost transformacije z 
drugim plazmidom s phiC31 mestom integracije slabša. V primeru integrativnega plazmida 
pAB05 erm* BTC je mesto integracije drugo, saj ima phiBT virusno integracijsko mesto, zato 
to ne bi smelo povzročati težav ob transformaciji tega plazmida v S. rimosus pAB04 erm* 
MEVC transformante. Vendar pa je učinkovitost v phiBT mesto nižje kot pa v phiC31 (Carrillo 
Rincon, 2016). 
V literaturi najdemo podatke o uspešnih poskusih metabolnega inženirstva terpenoidov v 
različnih produkcijskih sevih bakterij. Gene za sintezo β-karotena so uspešno vnesli v bakterije 
E. coli in kvasovke S. cerevisiae in P. pastoris. Vendar je bila v vseh primerih končna 
produkcija β-karotena nizka; v E. coli do 465 mg/L oziroma do 500 µg/mg suhe teže, v S. 
cerevisiae do 5,9 mg/g suhe teže in v P. pastoris do 340 µg/g suhe teže (Ye in Bhatia, 2012; 
Albrecht in sod., 1999). V bakterijski sev S. rimosus ATCC 1970, ki ima zapise za pot DXP bi 
lahko vnesli še gene za biosintezo β-karotena. Na ta način bi preverili ali je nativna pot za 
sintezo IPP aktivna in če omogoči biosintezo β-karotena. 
Biosintezna pot karotenoidov je primerna tudi kot modelni sistem za razvoj in validacijo 
metabolnega inženirstva produkcije terpenoidov, saj je lahko rezultat uspešnega izražanja 
Uranič I. Heterologno izražanje genov terpenoidne biosintezne poti v izbranih sevih Streptomyces sp.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2018  
68 
 
genov in produkcije karotenoidov obarvanost kulture (Ye in Bhatia, 2012). Uspešno izražanje 
β-karotena v S. rimosus pa je dobra osnova za nadalnje možnosti produkcije drugih, medicinsko 
in industrijsko pomembnih, terpenoidov s pomočjo metabolnega inženirstva. 
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Uspelo nam je: 
- Identificirati primerne poti za biosintezo izopentenil difosfata (IPP) pri izbranih sevih 
Streptomyces sp. S pregledom literature smo našli podatke o zapisih za pot MEV in 
DXP v različnih streptomicetah. V sevu S. rimosus ATCC 19070 smo, na različnih 
lokacijah v genomu, s pomočjo metode blast identificirali gene poti DXP. 
- Pripravili smo plazmidne konstrukte, ki kodirajo biosintezo IPP po biosintezni poti 
MEV iz S. cinnamonensis in K. griseola. Konstruirali smo integrativni plazmid pAB04 
erm* MEVC in replikativni plazmid pVF tcp830 MEVC in pVF tcp830 MEVK, ki nosijo 
zapis za mevalonatno pot. 
- S postopkom elektroporacije smo vnesli plazmidne vektorje v kompetentne celice S. 
rimosus white (integrativni plazmid pAB04 erm* MEVC in replikativni vektor pVF 
tcp830 MEVC in pVF tcp830 MEVK), ki kodirajo mevalonatno pot. 
- Gene za biosintezo β-karotena (BTC) iz bakterije E. uredova smo uporabili za 
konstrukcijo plazmidov (pEX-A2 tcp830 BTC in dveh integrativnih 
E.coli- Streptomyces plazmidov pAB05 erm* BTC in pAB21 erm* BTC). 
V skladu s cilji magistrske naloge nam v okviru našega dela ni uspelo: 
- Vnesti genov za biosintezo β-karotena (BTC) v transformante S. rimosus pAB04 erm* 
MEVC. 
- Zaznati produkcije karotenoidov v rekombinantnih sevih Streptomyces sp. 
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Industrijski sevi vrste S. rimosus so potencialno uporabni gostiteljski sevi za heterologno 
produkcijo različnih metabolitov, saj imajo status GRAS, dobro so razvita genetska orodja za 
manipulacijo in imajo možnost produkcije velike količine biomase in produkta tekom 
bioprocesa (Magdevska, 2010). Poleg tega je S. rimosus dobro preučena bakterija, predvsem 
zaradi produkcije antibiotika oksitetraciklina (Petković in sod., 2006) in drugih metabolitov 
(Barka in sod., 2016; Dworkin in Zinder, 2006).  
V bakterijah rodu Streptomyces produkcija pomembne gradbene enote izopentenil difosfat 
(IPP) lahko poteka po mevalonatni (MEV) ali po biosintezni poti deoksiksiluloza-5-fosfata 
(DXP) (Kawasaki in sod., 2004), vendar je pogosteje prisotna pot DXP (Phelan in sod., 2014). 
S pregledom literature in bioinformatsko analizo genoma bakterije S. rimosus ATCC 19070  
smo s pomočjo programa Geneious identificirali vse  gene za produkcijo IPP po poti DXP. V 
obsegu magistrske naloge smo imeli namen v bakteriji S. rimosus heterologno izraziti gene za 
biosintezo izopentenil difosfata (IPP) in operon zabiosinezo β-karotena iz IPP gradbenih enot. 
Za konstrukcijo plazmidov z mevalonatno potjo smo uporabili dva konstrukta z zapisi za 
mevalonatno pot (MEVC in MEVK). Operon MEVC smo pridobili iz bakterije S. 
cinnamonensis, pomnožili s PCR in jih klonirali v integrativni vektor pAB04 in replikativni 
vektor pVF. Operon MEVK iz bakterije K. griseola, smo prav tako pomnožili s PCR in klonirali 
v replikativni vektor pVF. Kloniranje operonov MEVK v integrativni vektor pAB04 nam v 
obsegu te naloge ni uspelo. Konstruirani integrativni plazmid pAB04 erm* MEVC in 
replikativna plazmida pVF tcp830 MEVC in pVF tcp830 MEVK, smo transformirali v 
kompetentne celice E. coli DH10β, jih preverili z restrikcijskimi endonukleazami in nato 
transformirali v kompetentne celice S. rimosus white. Prisotnost plazmidov v S.rimosus smo 
potrdili s PCR ali z retransformacijo v E. coli DH10β. Potrdili smo prisotnost inserta pAB04 
erm* MEVC v štirih transformantah S.rimosus in pVF tcp830 MEVK v treh transformantah S. 
rimosus. Transformante S. rimosus s plazmidom pVF tcp830 MEVC nismo potrdili. 
V drugem delu naloge smo pripravili plazmide z geni za sintezo β-karotena (BTC) iz bakterije 
E. uredovora. Konstrukt z geni za biosintezo β-karotena smo z restrikcijo izrezali iz plazmida 
pUC57 BTC (Eurofins), klonirali v replikativni plazmid pEX-A2 in v integrativna plazmida 
pAB05 in pAB21. Replikativni plazmid pEX-A2 tcp830 BTC in integrativna pAB05 erm* BTC 
in pAB21 erm* BTC, ki nosijo zapis za β-karoten. 
Poskušali smo pripraviti tudi plazmide, ki bi imeli zapis za MEV in BTC biosintezo hkrati, 
integrativni plazmid pAB04 erm* MEVC erm* BTC in replikativni plazmid pVF tcp830 MEVC 
tcp830 BTC), vendar konstrukcija ni uspela. Razlog za neuspešno kloniranje je lahko velika 
vsebnost G in C baznih parov ali velikost plazmida (več kot 20 kb). Ker nam konstrukcija 
plazmida z zapisi za obe biosintezni poti (MEV in BTC) ni uspela, smo  integrativni plazmid 
pAB05 erm* BTC in pAB21 erm* BTC transformirali v kompetentne celice (S. rimosus pAB04 
erm* MEVC), ki imajo zapis za pot MEV. Transformacija ni uspela. Predvidevamo, da je bil 
razlog v genih BTC, ker smo imeli težave tudi pri transformaciji teh genov v kompetentne celice 
E. coli DH10β.  
Uranič I. Heterologno izražanje genov terpenoidne biosintezne poti v izbranih sevih Streptomyces sp.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2018  
71 
 
V okviru magistrske naloge smo uspešno pripravili sedem plazmidov za delo s heterologno 
produkcijo izoprenoidnih metabolitov v streptomicetah.V nadaljevanju bo potrebno preveriti 
prisotnost in izmeriti koncentracijo IPP in β-karotena. 
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Z orodjem BLAST identificirani sevi rodu Streptomyces, ki nosijo zapis za encime 
biosintezne poti deoksiksiluloza-5-fosfata (DXP)  




 Streptomyces coelicolor 
 Streptomyces zinciresistens 
 Streptomyces albidoflavus 
 Streptomyces acidiscabies 
 Streptomyces davaonensis 
 Streptomyces scabiei 
 Streptomyces viridochromogenes 
 Streptomyces viridosporus 
 Streptomyces rimosus 
 Streptomyces olivochromogenes 
 Streptomyces autolyticus 
 Streptomyces griseoruber 
 Streptomyces flavovariabilis 
 Streptomyces ossamyceticus 
 Streptomyces leeuwenhoekii 
 Streptomyces vietnamensis 
 Streptomyces prasinopilosus 
 Streptomyces glaucescens 
 Streptomyces resistomycificus 
 Streptomyces atroolivaceus 
 Streptomyces albus 
 Streptomyces virginiae 
 Streptomyces griseus 
 Streptomyces azureus 
 Streptomyces auratus 
 Streptomyces venezuelae 




 Streptomyces coelicolor 
 Streptomyces davaonensis 
 Streptomyces zinciresistens 
 Streptomyces albidoflavus 
 Streptomyces azureus 
 Streptomyces acidiscabies 
 Streptomyces flavovariabilis 
 Streptomyces leeuwenhoekii 
 Streptomyces vietnamensis 
 Streptomyces atroolivaceus 
 Streptomyces virginiae 
 Streptomyces rimosus 
 Streptomyces viridochromogenes 
 Streptomyces albus 
 Streptomyces olivochromogenes 
 Streptomyces autolyticus 
 Streptomyces griseoruber 
 Streptomyces scabiei 
 Streptomyces ossamyceticus 
 Streptomyces glaucescens 
 Streptomyces resistomycificus 
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 Streptomyces griseus 
 Streptomyces auratus 
 Streptomyces prasinopilosus 
 Streptomyces venezuelae 
 Streptomyces canus 
 Streptomyces puniciscabiei 
 Streptomyces griseochromogenes 




 Streptomyces coelicolor 
 Streptomyces davaonensis 
 Streptomyces zinciresistens 
 Streptomyces albidoflavus 
 Streptomyces azureus 
 Streptomyces acidiscabies 
 Streptomyces scabiei 
 Streptomyces viridochromogenes 
 Streptomyces viridosporus 
 Streptomyces olivochromogenes 
 Streptomyces autolyticus 
 Streptomyces griseoruber 
 Streptomyces flavovariabilis 
 Streptomyces ossamyceticus 
 Streptomyces leeuwenhoekii 
 Streptomyces vietnamensis 
 Streptomyces glaucescens 
 Streptomyces atroolivaceus 
 Streptomyces albus 
 Streptomyces virginiae 
 Streptomyces rimosus 
 Streptomyces griseus 
 Streptomyces auratus 
 Streptomyces prasinopilosus 
 Streptomyces venezuelae 
 Streptomyces canus 
 Streptomyces puniciscabiei 
 Streptomyces griseochromogenes 
 Streptomyces resistomycificus 
 Streptomyces lydicus 
 Streptomyces canus 
 Streptomyces atroolivaceus 
 Streptomyces griseus 
Izopentil difosfat delta izomeraza   
 Streptomyces coelicolor 
 Streptomyces zinciresistens 
 Streptomyces albidoflavus 
 Streptomyces azureus 
 Streptomyces acidiscabies 
 Streptomyces davaonensis 
 Streptomyces scabiei 
 Streptomyces viridochromogenes 
 Streptomyces viridosporus 
 Streptomyces olivochromogenes 
 Streptomyces autolyticus 
 Streptomyces griseoruber 
 Streptomyces flavovariabilis 
 Streptomyces ossamyceticus 
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 Streptomyces leeuwenhoekii 
 Streptomyces vietnamensis 
 Streptomyces prasinopilosus 
 Streptomyces glaucescens 
 Streptomyces resistomycificus 
 Streptomyces atroolivaceus 
 Streptomyces virginiae 
 Streptomyces rimosus 
 Streptomyces griseus 
 Streptomyces auratus 
 Streptomyces venezuelae 
 Streptomyces canus 
 Streptomyces albus 
 Streptomyces davaonensis 
 Streptomyces puniciscabiei 
 Streptomyces griseochromogenes 




 Streptomyces coelicolor 
 Streptomyces griseus 




 Streptomyces zinciresistens 
 Streptomyces coelicolor 
 Streptomyces azureus 
 Streptomyces acidiscabies 
 Streptomyces davaonensis 
 Streptomyces scabiei 
 Streptomyces viridochromogenes 
 Streptomyces viridosporus 
 Streptomyces albus 
 Streptomyces griseoruber 
 Streptomyces flavovariabilis 
 Streptomyces ossamyceticus 
 Streptomyces leeuwenhoekii 
 Streptomyces vietnamensis 
 Streptomyces prasinopilosus 
 Streptomyces glaucescens 
 Streptomyces resistomycificus 
 Streptomyces canus 
 Streptomyces atroolivaceus 
 Streptomyces griseus 
 Streptomyces rimosus 
 Streptomyces auratus 
 Streptomyces venezuelae 
 Streptomyces albidoflavus 
 Streptomyces olivochromogenes 
 Streptomyces autolyticus 
 Streptomyces griseochromogenes 
 Streptomyces lydicus 
 Streptomyces puniciscabiei 




 Streptomyces coelicolor 
 Streptomyces davaonensis 
 Streptomyces zinciresistens 
 Streptomyces azureus 
 Streptomyces albidoflavus 
Uranič I. Heterologno izražanje genov terpenoidne biosintezne poti v izbranih sevih Streptomyces sp.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2018  
 
 
 Streptomyces scabiei 
 Streptomyces viridochromogenes 
 Streptomyces albus 
 Streptomyces olivochromogenes 
 Streptomyces autolyticus 
 Streptomyces griseoruber 
 Streptomyces acidiscabies 
 Streptomyces flavovariabilis 
 Streptomyces leeuwenhoekii 
 Streptomyces vietnamensis 
 Streptomyces griseochromogenes 
 Streptomyces prasinopilosus 
 Streptomyces glaucescens 
 Streptomyces resistomycificus 
 Streptomyces canus 
 Streptomyces atroolivaceus 
 Streptomyces viridosporus 
 Streptomyces rimosus 
 Streptomyces auratus 
 Streptomyces venezuelae 
 Streptomyces ossamyceticus 
 Streptomyces puniciscabiei 
 Streptomyces lydicus 
 Streptomyces virginiae 




 Streptomyces coelicolor 
 Streptomyces zinciresistens 
 Streptomyces azureus 
 Streptomyces acidiscabies 
 Streptomyces scabiei 
 Streptomyces viridochromogenes 
 Streptomyces viridosporus 
 Streptomyces griseoruber 
 Streptomyces davaonensis 
 Streptomyces leeuwenhoekii 
 Streptomyces vietnamensis 
 Streptomyces prasinopilosus 
 Streptomyces glaucescens 
 Streptomyces resistomycificus 
 Streptomyces canus 
 Streptomyces atroolivaceus 
 Streptomyces albus 
 Streptomyces virginiae 
 Streptomyces rimosus 
 Streptomyces griseus 
 Streptomyces albidoflavus 
 Streptomyces auratus 
 Streptomyces flavovariabilis 
 Streptomyces ossamyceticus 
 Streptomyces venezuelae 
 Streptomyces autolyticus 
 Streptomyces olivochromogenes 
 Streptomyces puniciscabiei 
 Streptomyces griseochromogenes 
 Streptomyces lydicus 
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